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y  neuritogénicas  para  las  células  PC12  con  respecto  a  las  mismas  mezclas 
realizadas  con  quitosano  al  1%,  de modo  que  las  relaciones  en  peso  óptimas 
fueron de 0.4 y 0.01 para la gelatina y la PLL, respectivamente. 
3. Las mezclas  de  quitosano  al  2%  con  gelatina,  PLL  o  ambas  a  la  vez,  inducen 
interacciones  electrostáticas  entre  los  polímeros  que  alteran  su  estabilidad 
térmica y modifican la morfología y porosidad del quitosano. 










































Por  supuesto,  la gente de mi  laboratorio, el B‐21,  tanto  los que están  como  los que  se 
fueron, que  son  los principales  responsables de que  este  trabajo haya  llegado  a  buen 
puerto. El primero al que conocí fue a Wolfi, becario que llegó al laboratorio al poquito 
de entrar yo, y con el casi desde el principio he mantenido una excelente relación laboral 
y de amistad. A él  tengo que agradecer no  solo  su ayuda en estos años,  sino  también 
algunos  de  los  momentos  más  divertidos  y  especiales  que  se  han  vivido  en  el 
laboratorio,  y  que,  sin  duda,  han  ayudado  a  poner  esos  puntos  de  distensión  tan 
necesarios  en  este  tipo de  trabajos. Así  que,  gracias Wolfi,  eres  un  tío  grande. También 
tengo que dar gracias a las dos personas que en aquel momento estaban terminando su 
tesis,  y  que me  enseñaron  casi  todas  las  técnicas de  trabajo  que utilizo,  que  son Sara 
Caballero, que al poco  tiempo se  fue a su  tierra  (Méjico) y a Vilma Muñetón, que se  fue, 
pero  regresó  y  se  volvió  a  ir. A  ambas,  gracias  por  todos  los momentos  que  hemos 




tiempo  suficiente  para  trabajar  al  máximo  y  llenar  de  alegría  el  laboratorio. 
Posteriormente  fue  llegando gente nueva  al  laboratorio, gente que  siempre ha  estado 
dispuesta a ayudar. Gracias a Diego y Bea, que, quién lo iba a decir, encontraron el amor 
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Collazos, Margarita Darder  y  Fausto  Rubio  el  cual me  ha  ayudado  con  todo  el  análisis 






iba  a  encontrar  al  grupo  de  gente  que  iban  a  acabar  siendo,  además  de  excelentes 
investigadores, mis mejores amigos: Fer; con el que congenié desde el principio. Además 
de  ser  un  excelente  profesional  (has  sido  el  primero  en  acabar  la  tesis),  eres  mejor 
persona  y  amigo.  Contigo  he  pasado  quizás  los  momentos  más  divertidos  de  estos 
últimos años, gracias a ese humor tan particular que te caracteriza (siempre recordaré la 
historia de “Sara” y del “corredor de marcha”), y a  la vez, has demostrado un “saber 
estar” cuando  la ocasión  lo merecía  (mira que has  intentado conmigo  la “selección de 
público”,  aunque  no  sé  si  con  resultados).  Eres  una  excelente  persona  y  espero  que 
tengas  una  carrera  investigadora  brillante,  que  seas muy  feliz  en  tu  recién  estrenado 
matrimonio con Silvi, y,  sobre  todo, que yo  lo vea y comparta contigo. El  segundo en 
discordia, Blanchi: ¿que puedo decir de ti?, necesitaría todo un libro como esta tesis para 





cafés de por  la mañana,  los de después de comer y  los de entre medias, con  los cuales 
nos hemos ganado ¡a pulso! ser los más voceras del Cajal (ya nos echarán de menos), y 
donde has descubierto mi  facilidad para “meter el cuezo”;  también  recordaré  siempre 
los sustos que me has metido, con los que alguna vez has estado a punto de sacarme el 




















Y  no  quisiera  olvidarme  de  otra mucha  gente  del  Cajal  sin  la  cual  no  hubiera  sido 
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ADN      Ácido desoxirribonucleico 
ASIA      Asociación Americana de Lesión Medular 
ATG      Análisis Termogravimétrico 
ATR      Reflexión total atenuada 
BBB      Escala locomotora de Basso Beattie and Bresnahan  
BDNF      Factor Neurotrófico Derivado de Cerebro 
BHE      Barrera Hematoencefálica 
BSA      Albúmina de Suero Bovina 
CFDA‐SE    Carboxi‐Fluoresceína Diacetato‐Succinimidil Éster 
CGRP      Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina 
CS      Células de Schwann 
CTN      Células Troncales Neurales 
DMEM    Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DSC      Calorimetría Diferencial de Barrido 
DTMR     Dextrano Tetrametil Rodamina 
EDTA      Ácido Etilendiaminotetraacético 
EGF      Factor de Crecimiento Epidérmico 
EHS      Células de sarcoma murino de Engelbreth‐Holm‐Swarm 
ER      Espectroscopía Raman 
ESEM      Microscopía Electrónica de Barrido Ambiental 
FGFa      Factor de Crecimiento Fibroblástico ácido 
FTIR      Espectrofotometría Infrarroja de Transformada de Fourier 
G      Gelatina 
GAG      Glicosaminoglicanos 
G‐CSF      Factor Estimulante de Colonia de Granulocitos 
GDNF      Factor Neurotrófico Derivado de la Glía 
GEBO      Glía Envolvente de Bulbo Olfativo 
GFAP      Proteína Glial Fibrilar Ácida 
GGF      Factor de Crecimiento Glial 
GRD      Ganglio de la Raíz Dorsal 
HCl      Ácido Clorhídrico 
 VII
 HEMA     Hidroxietil Metacrilato 
IGF‐1      Factor de crecimiento tipo Insulina‐1 
IgG      Inmunoglobulina G 
KDa      Kilodalton 
MC      Metilcelulosa 
MME      Moléculas de Matriz Extracelular 
MTT      Bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐yl)‐2,5‐difeniltetrazolio 
NF      Neurofilamento 
NGF      Factor de Crecimiento Nervioso 
NGS      Suero Normal de Cabra 
NRO      Neuronas Receptoras Olfatorias 
NT‐3      Neurotrofina‐3 
PAA      Geles de Poliacrilamidas 
PAN‐PVC    Copolímeros de Poliacrilonitrilo/Polivinilcloruro 
PB      Tampón Fosfato 
PBS      Tampón Fosfato Salino 
PDGF      Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 
PEG      Polietilenglicol 
PFE      Polifosfoéster 
PG      Ácido Poliglicólico   
pGMA     Poli glicerilmetacrilato 




PLA      Ácido poli‐láctico 
PLC      Poli‐L‐láctico‐ε‐Caprolactona 
PLGA      Ácido poly‐láctico‐co‐glicólico 
PLL      Poli‐L‐lisina 
P/S      Penicilina/Estreptomicina 
Q      Quitosano 
radc      Región de alta densidad celular 
SE      Superficie Específica 
 VIII
 IX
SEM      Microscopía Electrónica de Barrido 
SFB      Suero Fetal Bovino 
SNC      Sistema Nervioso Central 
SNP      Sistema Nervioso Periférico 
TCE      Tracto Corticoespinal 
TGF‐β      Factor de Crecimiento Transformante‐β 
TMC‐CL    Copolímero de TrimetilCarbonato‐Coprolactona 





Las  lesiones  medulares  son  una  de  las  causas  principales  de  discapacidad  en  las 
sociedades modernas ya que estos pacientes sufren una pérdida de función sensorial y 
motora por debajo del nivel de la lesión. Entre las múltiples consecuencias que conlleva 
una  lesión  medular,  la  aparición  de  un  espacio  o  quiste  lesivo  supone  una  de  las 
principales  barreras  para  la  regeneración  de  los  axones  lesionados.  Para  salvar  este 
obstáculo  la  ingeniería  de  tejidos  aplicada  a  la  reparación  neural,  ha  desarrollado  la 
contrucción de  implantes que, una vez aplicados a  la zona de  lesión, proporcionan un 
sustrato de crecimiento y adhesión para células y axones regenerativos. 
En este  trabajo hemos ensayado un biomaterial de origen biológico, el quitosano y sus 




1%. Sin embargo, para  la  construcción de puentes  se ha descrito que  la  concentración 
adecuada es, como mínimo, al 2%  (Ciardelli and Chiono, 2006). En este estudio hemos 












para su  implante en un modelo de  lesión medular por  transección, donde observamos 
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20  casos  anuales  por  cada  millón  de 
2003), aunque  la  incidencia varía en  los 
distintos  países  desarrollados  desde  2,1  a  123,6  casos  por millón  (Curt  et  al.,  2004), 
causados  principalmente  por  lesiones  traumáticas  (81%)  como  los  accidentes  de 
circulación.  Este  tipo  de  lesiones  afecta  principalmente  a  adultos  jóvenes,  la mayoría 
menores de 45 años.   Puesto que  la esperanza de vida de  los  lesionados medulares es 
similar  a  la  del  resto  de  la  población,  la  necesidad  de  asistencia,  tanto médica  como 
psicológica,  se  prolonga mucho  en  el  tiempo,  suponiendo  un  enorme  gasto  sanitario 
público. Hasta el momento existen terapias que tratan el edema agudo  inicial y alivian 





de  tubo,  cuya  función  es  conectar  el  cerebro  con  el  resto  del  cuerpo. A  través  de  la 
médula  discurren multitud  de  tractos  axonales 
cuya  función  es  transmitir,  por  un  lado,  las 
instrucciones  motoras  desde  el  cerebro  a  los 
distintos  músculos  del  cuerpo,  y  por  otro, 
conducir  la  información  sensorial  recogida  de 
las distintas partes del  cuerpo hacia  el  cerebro. 
Estas  conexiones  fueron  muy  bien  estudiadas 




de  las  lesiones  medulares  en  España  es  de 
habitantes  (Ministerio de Sanidad y Consumo, 
Figura 1: Vías motora piramidal descendente y
sensitiva táctil ascendente representadas por Cajal. 
Cajal escribió: Esquema destinado a mostrar la marcha
de las corrientes en la vía sensitiva táctil y en la de los
movimientos voluntarios.- A, vía piramidal; B, células 
motrices; C, D, células sensitivas; E, núcleo del cordón
de Burdach; F, núcleo del cordón de Goll; G, vía







sacra.  Desde  cada  región  se  controlan  las  distintas  partes  del  cuerpo  (Figura  2).  El 
número de segmentos medulares varía entre  las diferentes especies, de modo que, por 
ejemplo, en el humano está constituida por 
8  segmentos  cervicales,  12  torácicos,  5 
lumbares,  5  sacros  y  1  coxígeo,  mientras 
que  en  la  rata  existen  8  segmentos 
cervicales, 13 torácicos, 6 lumbares, 4 sacros 
y  3  coxígeos.  La  totalidad  de  la  médula 
espinal  está  protegida  en  el  interior  del 
canal  vertebral,  donde  la  información 




La  información nerviosa que discurre por  la médula  espinal viaja  a  través de  los 






interneuronas  moduladoras  y  por  último  se  encuentran  las  neuronas  efectoras  o 
motoneuronas, cuya función es transmitir, a través de las raíces ventrales, instrucciones 
motoras del cerebro hacia los músculos. 
Figura 2: Regiones inervadas por los distintos
segmentos medulares. Los segmentos medulares se
agrupan en regiones denominadas: cervical-torácica-
lumbar-sacra-coccígea, desde las cuales se produce la
inervación hacia las distintas regiones del cuerpo.
Cada región va a definir las partes de cuerpo que se
quedarán sin función según cual sea el o los
segmentos medulares lesionados. 
interna  de  la  médula,  la  sustancia  gris  medular,  se  agrupan  los  somas  neuronales, 
repartidos a lo largo de 10 láminas. Un grupo de est
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Figura 3: Tractos medulares ascendentes y descendentes. A la izquierda, principales vías medulares
ascendentes, que conducen la información sensitiva. A la derecha, principales vías descendentes, que
conducen la información motora.  
1.2. Lesiones de la médula espinal 
Las lesiones de médula espinal pueden ser debidas a multitud de causas, como los 
traumatismos  (accidentes  de  tráfico,  laborales,  deportivos,  fortuitos,…),  por  distintas 
enfermedades  (tumorales,  infecciosas,  vasculares,…)  o  congénitas  (espina  bífida).  Las 
lesiones  medulares  pueden  ser,  además,  totales  o  parciales,  lo  que  determinará  la 
gravedad de  sus  síntomas y  las partes del cuerpo afectadas, dependiendo del nivel al 
que se produzcan. Así, si la lesión es a nivel cervical, se producirá una interrupción de 
las  vías  que  transmiten  la  información  de  los miembros  superiores,  inferiores  y  del 
tronco, dando  lugar a una  tetraplejía. Sin embargo, si  la  lesión afecta únicamente a  los 
miembros  inferiores  y  a  parte  del  tronco,  entonces  se  producirá  una  paraplejía. 
Actualmente  una de  las  clasificaciones de  los  tipos de  lesión de médula  espinal más 
utilizadas  es  la  desarrollada  por  los  Estándares  Internacionales  de  la  Asociación 
Americana de lesión medular para la Clasificación Neurológica (ASIA (American Spinal 
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Injury  Association),  2000),  cuya  escala  contempla  un  grado  para  lesiones  completas 
(ASIA A), 3 grados para las incompletas (ASIA B, C y D) y un grado para los individuos 
lesionados pero sin ningún tipo de afectación (ASIA E) (Tabla 1).  
Las  consecuencias derivadas de una  lesión medular  se deben principalmente a  la 
destrucción parcial o  total del  tejido medular  lesionado,  lo que determina  los distintos 





Tabla 1: Clasificación del grado de las lesiones medulares en función de los criterios establecidos por la









impacto,  conduciendo  a  una  pérdida  de  función  de  la  barrera  hematoencefálica, 
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hemorragia  local, vasoespasmo y  trombosis, dando  lugar a una  reducción de hasta  el 
80% del flujo sanguíneo en la zona (Anthes et al., 1996). Las consecuencias de este tipo 
de daños  son  la  reducción drástica del  flujo de oxígeno y nutrientes  a  las  células del 
tejido,  induciendo  un  daño  secundario  sobre  las  células  vecinas  que  no  fueron 
destruidas por el trauma. 
Fase  semi‐aguda  o  secundaria:  tiene  lugar  durante  los  siguientes  minutos  o 






neuronal  como  glial;  iv)  desarrollo  de muerte  celular  por  apoptosis,  que  tiene  lugar 
después de la fase aguda de la lesión y afecta a neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y 
otras células de la médula espinal (Liu et al., 1997; Beattie et al., 2000); v) reclutamiento 
de células  inflamatorias desde  la periferia,  lo que  tiene por resultado  la  invasión de  la 
médula por macrófagos, neutrófilos y linfocitos T, además de producirse una respuesta 
de  la microglía  local  (Bareyre and Schwab, 2003); vi) y generación, desde  las primeras 
horas postlesión, de una cicatriz en torno a la región lesionada, denominada cicatriz glial. 
Esta cicatriz se compone, inicialmente, de débris de mielina y oligodendrocitos que han 
sobrevivido  a  la  lesión,  además  de  células  de  microglía  activadas,  acompañadas  de 
macrófagos que invaden la zona desde los vasos sanguíneos. Posteriormente, se produce 
una  invasión de  células meníngeas  y  astrocitos  que migran  y proliferan  en  esa  zona, 
formando una barrera impide el crecimiento axonal. Estos astrocitos, que aparecen como 
respuesta  para  restituir  la  glía  limitante  (glia 
comienzan a  sobreexpresar  la proteína glial  fibrilar ácida  (GFAP)  formando  lo que  se 
denominan astrocitos reactivos hipertróficos fibrosos, los cuales envuelven la zona de lesión 
primaria y delimitan el área necrótica mediante la formación de una barrera de células y 
lámina basal  (Fawcett  and Asher, 1999). En  esta  fase  se  establece  lo que  se denomina 
zona de penumbra, una región edematosa de actividad eléctrica y funcional alterada desde 
la que se extiende un proceso centrífugo de muerte neuroglial.  





















que  aparecían  tras  una  lesión  en  el  SNC.  Entre  los  trabajos  más  importantes  que 
condujeron al cambiar el punto de vista sobre las respuestas del SN tras una lesión, están 
los que  realizó Ramón y Cajal, que  estudió  axones  lesionados del  cerebro,  cerebelo y 
médula espinal, y observó que los extremos axonales presentaban las típicas respuestas 
de  crecimiento  estudiadas ya  con detalle  tanto  en  el  SNP  como durante  el desarrollo 
embrionario, concluyendo (Figura 4a, b y c):  
“En  su  punto  de  terminación,  el  axón,  según  ya  entrevieron  Ranvier,  Stroebe  y  otros 
histólogos  antiguos,  y  han  confirmado  los modernos,  exhibe una  hinchazón  y  espesamiento  de 
forma  y  longitud  variables. Notemos  de  pasada  que,  el  abultamiento  descrito  por  los  antiguos 






Figura 4: Botones de crecimiento y bulbos de retracción de axones centrales lesionados. Los pies de
figura originales son: a (Cajal): Cabo central de una herida cerebral de perro de dos meses, sacrificado un
día después de la operación. Corte de la substancia blanca.- A, herida con células granulosas y maza
 
s 
flotantes en el exudado; B, región de las pequeñas mazas y anillos; C, región de las mazas de mediano
volumen; D, región de las mazas de los axones de las pirámides gigantes; a, c, bolita final pendiente de 
una maza grande; b, varicosidad con expansiones; d, espacio claro que rodea a las bolas; e, f, espacios
iguales en torno de las varicosidades; g, maza de que parte fino y largo apéndice perdido en los bordes de
la herida; b (Cajal): Diversos tipos de arborizaciones de la substancia blanca medular del gato joven
sacrificado seis días después de la operación.- A, F, G arborizaciones poco extensas; D, E, axones
ampliamente ramificados y cuyas últimas proyecciones se acercan a los labios de la herida; e, h, conos d
 
e 
crecimiento de ramas gruesas; a, bola de detención; c, axón estéril acabado en botón de retracción; c 
, (Cajal): Labios de una herida medular de un perro joven sacrificado seis días después de la operación.- A
C, fibras cordonales ramificadas en la porción necrótica de la substancia blanca; B, fibras neoformadas
llegadas de una raíz anterior regenerada; D, restos de esta raíz anterior; E, quiste en formación. Nótese
junto a la multitud de fibras finas acabadas en anillos o bolas pequeñas, mientras las gruesas acaban en
botones o mallas voluminosas; d (Tello): 
 
Micro fotografía retocada, de un injerto de nervio ciático vacío de
fibras en la corteza cerebral.- A, substancia blanca de la corteza; B, limitante formada por el tejido
conjuntivo; C, tejido conjuntivo con células granulosas del comienzo del ciático; D, haces de fibras que
atraviesan la limitante y se dirigen al injerto; E, tejido conjuntivo en contacto con el neurilema; e 
(Cajal):Diversas formas de alteración y regresión de las bolas de retracción de los tubos de la substancia 







la  “la  ausencia  de  catalizadores  de  nutrición”,  postulando  en  1905‐1906  (Ramón  y Cajal, 
1905) las siguientes premisas: 
“En suma (decíamos), incompletos y todo estos experimentos parecen probar: 
1. Que  los axones de  las  raíces posteriores  (porción  interna) y  substancia blanca medular 
son  susceptibles de  regeneración, mostrando  botones de  crecimiento y  arborizaciones  y 
ramas neoformadas. 
2. Que  la  creación del  quiste  intramedular y  acaso  también  la  falta de  células  capaces de 




Estos postulados  fueron apoyados, posteriormente, por  los  trabajos realizados por 
Marinesco  (Marinesco,  1910),  que  decía:  “Si  estas  fibras  neoformadas  no  restauran  las 
antiguas conexiones,  la causa no es  intrínseca, sino que depende seguramente de  la ausencia de 
un  conductor  adaptado  al  crecimiento de  aquellas”, y por  los  trabajos  realizados por Tello 
(Tello,  1911)  mediante  transplantes  de  nervio  ciático  en  corteza  cerebral,  el  cual 
comprobó  como  los  axones  centrales  invadían  el  injerto por  su  interior,  concluyendo: 
“…pero es un hecho incuestionable que las fibras han atravesado la limitante, profundizan en el 













elongarse, el ambiente  inhibitorio de  la cicatriz  tras una  lesión en el SNC  impide a  los 
axones  crecer  y  regenerar.  Tras  estos  estudios,  Cajal  concluyó  que  la  ausencia  de 
regeneración  resultaba del desfavorable ambiente químico o  físico que  se encontraban 
los extremos en crecimiento, acuñando el concepto de regeneración abortiva, en el cual los 
botones  de  crecimiento  de  los  extremos  iban  proporcionando  ramificaciones  que 
acababan  reabsorbiéndose  poco  después  sin  llegar  a  atravesar  la  zona  de  la  cicatriz, 
formando lo que llamó botones de retracción, que Cajal definió como (Figura 4e):  
“El  extremo distal,  es decir,  el  confinante  con  el  segmento necrótico,  experimenta muchas 
transformaciones por retracción y acumulación protoplasmática. Atendiendo a esta propiedad de 
encogerse  y  de  adaptarse  progresivamente  del  segmento  necrótico,  hemos  calificado  dicha 
intumescencia de botón de retracción” 
sobre los cuales anotó:  
“En general,  la dimensión del botón y su distancia de  la herida son  tanto mayores cuanto 
más robusta es la fibra” “En su mayoría, tan delicadas mazas y anillos residen cerca de la herida, 
por consecuencia de la extrema cortedad del segmento necrosado”. 








dolor  y  aumentar  la  función.  Sin  embargo, hoy no  existe  todavía ningún  tratamiento 
efectivo  que  promueva  la  regeneración  de  los  axones  lesionados  y  permita  una 
recuperación funcional, tanto sensorial como motora. Desde que se sabe que los axones 
tienen  capacidad de  regenerar, han  sido y  siguen  siendo múltiples  los  esfuerzos para 
encontrar  la  terapia  o  terapias  que  consigan  promover  esta  regeneración.  Las 




destinadas  a minimizar  o  compensar  los  distintos  efectos  de  la  lesión,  con  objeto  de 
obtener recuperación funcional. Uno de los aspectos más importantes para el estudio de 
posibles tratamientos fue el desarrollo de modelos experimentales de lesión medular en 
animales, donde poder estudiar  tanto  las consecuencias de  la  lesión como  los distintas 
terapias  que  se  puedan  aplicar.  Entre  los modelos más  utilizados  se  encuentran  las 
contusiones,  que  se  asemejan  al  30‐40%  de  las  lesiones  que  ocurren  en  humanos;  las 
compresiones, que simula  la presión continua y el desplazamiento de  la médula espinal 





i. Estrategias  protectoras,  encaminadas  a  la  reducción  de  la  isquemia  mediante 
esteroides  y  agentes  antivasoespasmo,  que  impiden  la  ruptura  de  la  barrera 
hematoencefálica  (BHE);  o  agentes  reductores  del  flujo  de  calcio  y  de  la 
formación de radicales libres y edema. 
ii. Neuroprotección,  encaminada  a  promover  la  supervivencia  de  las  células  no 
dañadas  y  a  estimular  mecanismos  compensadores  que  restituyan  función 
utilizando el tejido nervioso no dañado por la lesión. 
iii. Remielinización, que  compense  la muerte de oligodendrocitos y  los procesos de 
desmielinización que ocurren tras una lesión. 











Aunque  todos  estos  aspectos  son  importantes,  las  estrategias de promoción de  la 
regeneración axonal son las más relevantes, ya que son las únicas que pueden conseguir 
restituir  las funciones perdidas tras una  lesión medular, principalmente  las que causan 
una transección completa de la médula espinal.  
La  regeneración  axonal  depende,  en  primer  lugar,  de  la  supervivencia  de  las 
neuronas  dañadas.  Esta  supervivencia  depende  de  diversas  variables,  entre  las  que 
están: 
i. El tipo de neurona lesionada. Así, las motoneuronas espinales son más resistentes a 
la muerte  inducida  por  una  lesión  de  su  axón  o  dendritas  que  las  neuronas 




la  respuesta  a  la  axotomía  reflejada  en  la  expresión de moléculas  asociadas  al 
crecimiento axonal (Mason et al., 2003). 
iii. La presencia o ausencia de factores tróficos y de factores que inducen la muerte neuronal. 
Los  factores  necesarios  para  la  supervivencia  de  las  neuronas  provienen 
principalmente de  las células no neuronales vecinas al soma o  localizadas en el 
muñón distal, por  lo que  la  incomunicación de  los axones con este segmento es 
responsable de un alto porcentaje de muerte (Nieto‐Sampedro et al., 1982, 1983, 
1984; Rich et al., 1989). 
Una  vez  que  las  neuronas  han  sobrevivido,  se  hace  necesario  promover  el 
crecimiento y  elongación de  los axones que han  sido dañados. El  crecimiento de  los 
axones depende de distintos cambios que la axotomía induce en las neuronas, tanto en 
su  región proximal  como  en  la distal. Los  cambios  en  la  región proximal  (región del 
soma),  se  asocian  a  los  cambios  neuronales  que  desarrollan  el  paso  desde  un  estado 
transmisor a un estado de crecimiento activo, modificando su expresión génica para adquirir 
capacidad  de  respuesta  al  ambiente.  Los  cambios  en  la  región  distal  se  asocian  a  la 
degeneración del segmento separado del soma,  la  llamada degeneración walleriana. Esta 
degeneración del  segmento distal  es necesaria para permitir,  en  caso de producirse  la 




degeneración  es muy  rápida,  ocurriendo  en un  espacio  temporal de  7‐15 días,  y  está 
promovida  por  las  células  de  Schwann  (responsables  de  la  mielinización  de  estos 
axones),  en  el  SNC  ocurre  mucho  más  lentamente  (entre  meses  y  años)  como 
consecuencia  de  la  menor  presencia  de  células  que  eliminan  los  restos  de  mielina, 
añadiendo  un  problema más  a  la  regeneración  axonal  dentro  del  SNC  (Vargas  and 
Barres, 2007). Por  lo  tanto, si el soma neuronal no está dañado, a  la vez que ocurre el 





depende del  ambiente  que  rodea  al  axón,  que  en  el  caso del  SNP  es  promotor de  la 
regeneración, mientras que  en  el SNC  es  inhibitorio. Esto  es debido a  la presencia de 
moléculas  inhibitorias del crecimiento axonal en  la glía reactiva y a  la  formación de  la 
llamada  cicatriz  glial  en  lesiones  anisomórficas.  Inicialmente,  los  axones  lesionados 
emiten  ramas  colaterales  sin  dirección.  El  proceso  de  emisión  de  colaterales  es  una 
respuesta  común  en  el  crecimiento de  los  axones durante  el desarrollo  y después de 
lesiones axonales,  formando parte de  la plasticidad  intrínseca al sistema nervioso. Este 
proceso ha sido muy estudiado y los tratamientos destinados a inducir regeneración se 
enfocan  en  promover,  de  manera  controlada,  el  proceso  de  colateralización,  ya  que 
representa  el  conjunto de  las  respuestas de  crecimiento que pueden  experimentar  los 









aplicar  para  promover  y  estimular  su  crecimiento  a  través  de  la  zona  lesionada.  El 
primer problema con el que se van a encontrar los brotes axonales en regeneración es el 





zona  de  moléculas  inhibitorias  como  los  proteoglicanos  de  la  matriz  extracelular 
modificados  y moléculas  inhibitorias  derivadas  de  la mielina  (Nieto‐Sampedro,  1999; 
Silver  and Miller,  2004).  Este  tipo  de  problemas  se  han  intentado  resolver mediante 
diversos abordajes, como el transplante de células de glía envolvente de bulbo olfativo, 
que  reducen  la  reactividad  glial  (Verdu  et  al.,  2001),  degradando  los  proteoglicanos 
inhibitorios con la enzima condroitinasa ABC (Bradbury et al., 2002; Yick et al., 2003) o 
bloqueando  los  inhibidores  derivados  de  la  mielina  (Bregman  et  al.,  1995;  von 
Meyenburg et al., 1998). El  segundo gran problema que  se encuentran  los axones que 
pretenden  regenerar  es  el  espacio  físico  que  se  genera después de  la destrucción del 
tejido por la lesión, espacio que sigue aumentando con el tiempo como consecuencia de 





la  zona  de  lesión.  Estos  implantes  pueden  ser  injertos  de  tejido  autólogo,  injertos 
acelulares o no‐autólogos o construidos a partir de derivados de biomateriales con un 
origen  natural  o  sintético.  La  utilización  de  implantes  es  importante  no  solo  porque 
supone  un  camino  alternativo  al  espacio  creado  tras  la  lesión,  sino  también  porque 
Figura 5: Quiste de lesión que
aparece tras una lesión medular.
A y B, cortes histológicos
transversales del segmento medular
T8 teñidos con hematoxilina/eosina
en lesiones por contusión. En A,
quiste tras la caída de un peso de
10g a 2,5cm de altura; en B, quiste
tras la caída de un peso de 6,7g a
5cm de altura. C, D y E son
imágenes de resonancia magnética
de pacientes que han desarrollado
quistes de lesión, donde se observa
que la pérdida de tejido puede
llegar a abarcar varios segmentos
medulares. En algunas ocasiones el
tipo de lesión provoca un
desplazamiento completo de los
muñones (D). (Barras: 500μm para
A y B). 
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aporta  un  sustrato  adherente,  promotor  del  crecimiento  axonal  y  de  la  adhesión  de 
células  propias  del  sistema  nervioso  que  ayuden  en  la  regeneración. Además,  puede 
promover  la  neovascularización  y  suponer  un  excelente  vehículo  para  el  aporte  de 
factores  tróficos, moléculas moduladoras de  la  inflamación y moléculas promotoras de 
la regeneración, como bloqueantes de inhibidores del crecimiento. Todos estos estudios 
se engloban dentro de lo que se conoce como ingeniería de tejidos para la reparación neural.  
1.4. Implantes  como  estrategia  para  reparar  las  lesiones  de médula 
espinal 
A partir de  las observaciones  realizadas por Ramón y Cajal  sobre  la  regeneración 
del  sistema  nervioso  (Ramón  y  Cajal,  1914),  y  tras  los  trabajos  de  Tello  en  los  que 
observó  crecimiento de  axones  centrales  lesionados  tras  el  implante de  segmentos de 
nervio ciático en corteza cerebral, promovido por las células de Schwann presentes en el 
implante (Tello, 1911), se desarrollaron multitud de trabajos donde se intentó promover 
la regeneración de axones centrales  lesionados mediante el  implante de  tejidos autólogos, 
principalmente segmentos de nervio periférico.  
En  la  década  de  los  40,  Sugar  y  Gerard  (Sugar  and  Gerard,  1940)  realizaron 
experimentos  con  implantes  de  nervio  ciático,  tejido  cerebral  y músculo  en  lesiones 
medulares,  observando  la  aparición  de  movimientos  voluntarios  en  los  miembros 
posteriores  y  mostrando  evidencias  de  regeneración.  Estos  trabajos  se  vieron 
comprometidos  por  trabajos  posteriores  en  los  que  no  se  encontraba  regeneración 
(Brown  and  McCough,  1947;  Barnard  and  Carpenter,  1950;  Feigin  et  al.,  1951)  o  se 
encontraba una recuperación funcional limitada (Jakoby et al., 1960; Perkins et al., 1964). 











tracto  rubroespinal  mediante  el  implante  de  nervio  ciático  tras  la  transección  del 
funículo  dorsolateral,  observándose  crecimiento  axonal  a  través  del  implante 
únicamente cuando el modelo de  lesión era sobre  las regiones cervicales de  la médula, 
que  son  las  más  próximas  a  los  cuerpos  neuronales  (Fernandes  et  al.,  1999).  Otros 
trabajos utilizaron implantes de nervios periféricos en modelos de transección completa 
del  segmento  torácico  T8,  observando  que  los  individuos  que  recibieron  implantes 
presentaron mejorías parciales en test funcionales como el test de evaluación locomotora 
en  campo  abierto  BBB  (Fraidakis  et  al.,  2004). Otros  estudios  intentaron mejorar  los 
resultados  obtenidos  con  estos  implantes mediante  la  aplicación  conjunta  de  factores 














que  suministran  un  sustrato  permisivo  para  la migración  de  las  células  de  Schwann 
(Brandt et al., 1999). En modelos de lesión del SNC y SNP también se han ensayado con 




promotor  del  crecimiento,  favorecido  principalmente  por  las  células  gliales  que 
acompañan a los axones del SNP (células de Schwann). Esto condujo a la utilización de 
transplantes  celulares  en  modelos  de  lesión  medular,  mediante  el  aislamiento  y 





para  facilitar  y  promover  la  regeneración  axonal.  Entre  estos  tipos  celulares  se 
encuentran las células de Schwann (CS), célula glial típica del SNP, que son las principales 
responsables de generar un ambiente promotor del crecimiento y remielinización axonal 
(Bunge,  1993),  habiéndose  demostrado  que  su  transplante  promueve  el  crecimiento 
axonal  en  lesiones del SNC  (Xu  et al., 1995; Guest  et al., 1997b; Keirstead  et al., 1999; 
Oudega  and  Xu,  2006).    Otro  de  los  tipos  celulares  más  populares  utilizados  en 
regeneración  es  la  glía  envolvente  de  bulbo  olfativo  (GEBO).  Estas  células  modulan  el 
crecimiento de los axones olfativos desde el epitelio hasta el bulbo olfativo, envolviendo 
a  los axones en pequeños paquetes  (Figura 6), pasando a denominarse glía  envolvente. 
Figura 6: Células de glía envolvente de bulbo olfativo envolviendo a los axones de las células
receptoras olfativas. B y C, marcaje neuronal con TuJ1 (verde) y de células de glía envolvente y
condroblastos de la placa cribosa con S100B (rojo) en ratones C57/B6tgN en estadio de desarrollo E16. Se 
puede observar como los axones de las neuronas olfativas salen del epitelio olfativo agrupadas en paquetes
axonales que atraviesan la placa cribosa (marcada con asteriscos) hasta llegar al bulbo olfativo (B). En su
camino, se encuentran constantemente envueltas por células de glía envolvente (flechas blancas), las cuales
llegan al bulbo permaneciendo, únicamente, en la capa de las fibras del bulbo olfat ivo (flechas amarillas).
En C se muestra un detalle de un conjunto de paquetes de fibras axonales olfativas (verde) que se
encuentran envueltas por células de glía envolvente (rojo) en su salida a través de la placa cribosa
compuesta de condroblastos. En A, d ibujo a cámara lúcida de una célula de glía envolvente del bulbo de 
erizo envolviendo a los axones olfativos mediante la emisión de procesos celulares laminares, realizado por
Valverde y López-Mascaraque (1991). (Las imágenes B (barra de 300μm) y C (barra de 50μm) están 
cedidas por cortesía de Albert Blanchart Aguado). 
INTRODUCCIÓN 
Estas células presentan un  fenotipo  intermedio entre  los astrocitos y  las CS  (Doucette, 
1984; Doucette,  1990; Valverde  and Lopez‐Mascaraque,  1991) que hacen que presente 
una dualidad de  funciones  entre ambos  tipos  celulares que,  junto al hecho de  exhibir 
unas  potentes  propiedades  promotoras  de  la  neuritogénesis  (Kafitz  and Greer,  1999; 
Sonigra et al., 1999), ha hecho de este tipo celular un candidato idóneo para ser utilizado 
en modelos  de  regeneración  axonal.  Las  observaciones  de  que  las  células  de  GEBO 
intervienen  en  procesos  de  regeneración  de  los  axones  de  las  neuronas  receptoras 
olfativas (NRO) después de lesiones del nervio olfativo (Doucette et al., 1983; Doucette, 
1984; Cancalon, 1987) condujo al desarrollo de técnicas que permitieran su aislamiento y 
cultivo  para  poder  ser  utilizadas  como  herramienta  en  regeneración  axonal  (Ramon‐






al.,  1998). Cuando  se  transplantan  en modelos  de  lesión  periférica  del  nervio  ciático 
(Verdu et al., 1999), y en modelos de rizotomía de la medula espinal (Ramon‐Cueto and 
Nieto‐Sampedro, 1994; Navarro et al., 1999; Taylor et al., 2001; Pascual et al., 2002), estas 
células promueven  la  regeneración axonal con  recuperación  funcional. En modelos de 
lesión  central,  principalmente  lesiones  de  la médula  espinal,  los  resultados  son más 
controvertidos. Por ejemplo, se ha descrito que las células de GEBO transplantadas en la 
médula migran  significativamente  por  el  parénquima medular  (Gudino‐Cabrera  and 
Nieto‐Sampedro, 1996; Imaizumi et al., 1998; Gudino‐Cabrera et al., 2000), aunque otros 
trabajos  no  observan  tal migración  (Gomez  et  al.,  2003).  Cuando  se  transplantan  en 
lesiones medulares, se ha descrito que las células de GEBO promueven la regeneración 
axonal  con  recuperación  funcional  total  o parcial  (Li  et  al.,  1998; Ramon‐Cueto  et  al., 
1998; Ramon‐Cueto  et  al.,  2000; Lu  et  al.,  2002; Verdu  et  al.,  2003; Garcia‐Alias  et  al., 
2004; Polentes et al., 2004; Fouad et al., 2005; Deumens et al., 2006a; Lopez‐Vales et al., 
2006;  Lopez‐Vales  et  al.,  2007),  mientras  que  otros  trabajos  no  han  observado  tales 





Otros  tipos  celulares  transplantados  han  sido  las  células  troncales  neurales  (CTN), 
capaces de generar  la mayor parte de  los  tipos celulares del SNC  (Martinez‐Serrano et 
al., 2001; Myckatyn et al., 2004). En  lesiones medulares,  se diferencian hacia  fenotipos 
neuronales y gliales  (Chow et al., 2000; Cao et al., 2001), promoviendo  la regeneración 
axonal (McDonald et al., 1999). También se han utilizado macrófagos, promoviendo una 
regeneración  funcional parcial  (Schwartz  et  al.,  1999)  y  células  troncales  de médula  ósea 
(CTMO). Estas últimas se utilizan desde que se demostró que podían diferenciarse hacia 
fenotipos neurales  (Eglitis  and Mezey,  1997; Woodbury  et  al., 2000; Deng  et  al.,  2001; 
Mezey et al., 2003),  favoreciendo  la preservación  tisular y  la recuperación  funcional en 
modelos  de  lesión  medular  (Lee  et  al.,  2003;  Zurita  and  Vaquero,  2004;  Zurita  and 
Vaquero, 2006). 
En vista de los distintos resultados, parece conveniente un abordaje multifactorial a 
la  hora  de  reparar  las  lesiones  de  médula  espinal.  Sería,  por  tanto,  conveniente  la 
aplicación  de  transplantes  conjuntamente  con  otras  estrategias  que  mejoren  su 
funcionalidad.  En  este  sentido,  los  injertos  de  tejidos  autólogos  o  los  transplantes 
celulares tienen una flexibilidad reducida para aplicar terapias combinadas. Con la idea 
de  construir  un  sustrato  susceptible  de  ser  implantado  en  una  lesión  medular,  que 
además  tenga propiedades  físico‐químicas  idóneas para  el  crecimiento  y  adhesión de 
células y  axones, y  cuyas  características puedan  ser modificadas para  adaptarse  a  las 
características  particulares  de  cada  lesión,  se  han  producido  sustratos  artificiales 
implantables,  fácilmente  modificables  y  que  permiten  combinar  varias  estrategias 
simultáneas. Los primeros  sustratos utilizados  se obtuvieron a partir de moléculas de 
matriz  extracelular  purificadas,  como  el  colágeno  (Ehrmann  and  Gey,  1956), 
extendiéndose  después  hacia  otras  moléculas  de  matriz  extracelular  y  materiales 
sintéticos.  
Teniendo  en  cuenta  las  características  del  SNC  y  los  objetivos  principales  de  la 
intervención,  se  determinó  que  las  propiedades  generales  que  se  buscan  en  estos 
implantes artificiales deberían ser: 
1. Biocompatibilidad y biodegradabilidad. Una de  las características principales es que 




provoca  compresión  nerviosa  y  una  reactividad  crónica  tisular  al  implante 
(Merle  et  al.,  1989).  La  velocidad  de  degradación  del  implante  debe  ser  lo 
suficientemente  lenta  como  para  permitir  que  los  axones  pasen 
bidireccionalmente hasta el muñón contrario, es decir, su  tiempo de disolución 
debe  ser  acorde  a  los  tiempos  de  regeneración  (Schmidt  and  Leach,  2003). 






troncales  humanas  en  geles  de  alginato  (Gerecht‐Nir  et  al.,  2004).  Son 
importantes, asimismo, el número, tamaño y orientación de los poros, si se busca 
que los axones y células del sistema nervioso puedan crecer e invadir el implante 
a  través de ellos, manteniendo una orientación definida. En este  sentido,  se ha 
postulado  que  la  pérdida  de  interconectividad  de  los  poros  puede  ser  la 
responsable de que no crezcan bien las neuritas (Patist et al., 2004). 
3. Su superficie debe ser permisiva para  la adhesión y el crecimiento. La superficie debe 
tener  características  iónicas  que  permitan  la  adhesión  celular,  o  permitir  la 




4. Tiene  que  poseer  una  topografía  superficial  con  texturas  alineadas,  que  facilite  el 
crecimiento unidireccional de los axones en regeneración. En estudios en nervio 
periférico  se  ha  observado  que  la  microgeometría  de  los  tubos  usados  en  el 
estímulo  de  la  regeneración  afecta  a  la  misma,  siendo  favorecida  por  las 
superficies  lisas  (Aebischer et al., 1990). Además, un sustrato alineado  favorece 
las respuestas celulares adhesivas (Haston et al., 1983). 
5. Es  conveniente  que  tenga  actividad  eléctrica. Desde  la década de  los  setenta existe 







se  ha  comprobado  que  la  actividad  eléctrica  en  torno  al  cono  de  crecimiento 
modula  su  crecimiento  y  orientación,  posibilitando  el  crecimiento  incluso  en 
presencia de inhibidores de mielina (Ming et al., 2001). 






alginato  o  quitosano  (implantes  derivados  de  moléculas  biológicas)  siguen  siendo  los 
materiales  de  referencia  para  su  utilización  en  reparación  nerviosa.  Estos materiales 
tienen  la ventaja de provenir del propio  individuo o de otros organismos vivos,  lo que 
los hace especialmente útiles en lo que a rechazo se refiere. Con todos estos materiales se 




principales de los puentes
destinados a reparación de
lesiones medulares. Estas
propiedades deben ser: 1)
biocompatibilidad y
biodegradabilidad; 2) poseer
una estructura porosa, al ser
posible alineada; 3) poseer
una superficie permisiva para
la adhesión de axones y
células propias del sistema
nervioso; 4) la superficie
debe presentar una estructura
topográfica lisa o alineada,
para inducir respuestas de
crecimiento lineales; 5) las
superficies eléctricamente
activas se han mostrado






(ej.,  porosidad,  velocidad  de  degradación,  resistencia  mecánica,  flexibilidad,  etc), 
buscando así un  sustrato de  crecimiento óptimo para  ser  implantado como puente en 
modelos de  lesión medular, y,  sobre  todo, pensando  en poder modificarlo  con    otras 
sustancias  (capaces  de  llevar  fármacos,  sustancias  promotoras  de  la  regeneración, 
sustancias inmunomoduladores, etc) o terapias en un abordaje multifactorial. A lo largo 
de  los  últimos  años  se  han  fabricado  multitud  de  puentes  con  diversas  sustancias 
artificiales, entre los que destacan: 
Poly‐3‐hidroxibutirato  (PHB):  Es  un  polímero  de  almacenamiento  energético 
natural presente  en  el  citoplasma de algunas bacterias y algas. El PHB  es un  sustrato 




se  han  realizado  modificaciones  de  este  material  añadiendo  factores  de  crecimiento  
como el factor de crecimiento glial (GGF) que estimula la proliferación de las células de 
Schwann (Dong et al., 1995) o alginato, donde se mejora sustancialmente el porcentaje de 
fibras  regeneradas  (Mohanna  et  al.,  2003).  Los  últimos  estudios  realizados  con  este 
material  han  realizado  implantes  de  PHB  con CS  en  su  interior  o  con moléculas  de 
matriz  extracelular  como  la  fibronectina,  laminina  o  colágeno,  observando  que 
promueven  la  adhesión  de  CS  y  mejora  la  regeneración  de  fibras  que  expresan  el 
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y del haz rafespinal (Novikova 
et al., 2008). 
Poli  (α‐hidroxiácidos):  Los  poli  (α‐hidroxiácidos)  incluyen  al  ácido  poli‐láctico 
(PLA),  al  ácido  poli‐glicólico  (PG)  y  al  ácido  poly‐láctico‐co‐glicólico  (PLGA).  Se  ha 
observado  que  el  PLA  cubierto  con  laminina  promueve  el  crecimiento  orientado  de 
neuritas  de  GRD  (Rangappa  et  al.,  2000).  En  modelos  de  regeneración  periférica  se 
observó que este  sustrato  sirve como matriz para  favorecer  la  regeneración  incluso en 
quistes de lesión grandes (Evans et al., 2000). Estudios posteriores combinando PLA con 







Poli‐L‐láctico‐ε‐Caprolactona  (PLC): Polímero buen promotor de  la  regeneración 
en  sistema  periférico, mejor  incluso  que  los  injertos  autólogos  de  tejido  nervioso  en 
lesiones  donde  la  cavidad  quística  de  lesión  no  es muy  grande,  ya  que  permite  una 
mejor deposición de moléculas de matriz extracelular como el colágeno (den Dunnen et 
al., 2000; Valero‐Cabre et al., 2001; Jansen et al., 2004a). 
Copolímero  de  TrimetilCarbonato‐Coprolactona  (TMC‐CL):  Polímero  de  reciente 






adhesivas.  Se  ha  utilizado  en  reparación  de  nervios  periféricos,  para  fusionar  los 
muñones lesionados (Lore et al., 1999; Donaldson et al., 2002), y en lesiones de médula 
espinal  en  SNC.  En  estas  últimas,  se  ha  visto  que  la  aplicación  de  PEG  reduce  la 
cavitación  postlesión  (Duerstock  and  Borgens,  2002),  y  promueve  una  recuperación 
funcional  mediada  por  reflejos  que  implican  tractos  axonales  largos  (Borgens  et  al., 
2002). 
2‐hidroxietilmetacrilato  (HEMA),  poli‐HEMA  (pHEMA),  Poli  glicerilmetacrilato 
(pGMA)  y  Poli  2‐hidroxietilmetacrilato‐co‐metilmetacrilato  (pHEMA‐co‐MMA):  Los 
geles de HEMA cargados positivamente se han utilizado recientemente en regeneración 
de  médula  espinal,  realizando  implantes  en  un  modelo  de  transección  viendo  que 
promovían  la  invasión de CS,  la neovascularización y  la  invasión neurítica, además de 
reducir  la  cavitación  (Hejcl  et  al.,  2008).  En  modelos  de  lesión  del  tracto  óptico,  el 
pHEMA promueve  la  invasión y supervivencia de CS e  induce una menor reactividad 
glial  (Plant  et  al.,  1998).  Los  geles  de  pHEMA  permiten  fabricar  canales  orientados 
longitudinalmente en su  interior para  inducir respuestas de crecimiento alineadas si se 
usan en  lesiones de nervio periférico o  transecciones medulares  (Flynn et al., 2003). El 
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INTRODUCCIÓN 
pHEMA  es  un  material  fácilmente  modificable,  de  modo  que  se  ha  utilizado 
conjuntamente con otras moléculas para crear materiales adaptados a las características 
del  SNC. Así,  se  han  construido  puentes  de  pHEMA‐co‐MMA  con  una  porosidad  y 
propiedades  físicas  adecuadas  al  tejido  del  SNC  para  ser  utilizadas  en  regeneración 
axonal (Dalton et al., 2002). Otros estudios han realizado mezclas de pHEMA y pGMA 
con colágeno, observando que eran biocompatibles y que, cuando el tamaño de poro era 





la  finalidad de  retener y  liberar neurotrofinas  como el NGF  (Piotrowicz and Shoichet, 
2006). De este modo, y con la finalidad de mejorar la recuperación funcional y el número 
de  axones  regenerados,  se han probado puentes de pHEMA‐co‐MMA  suplementados 




construir  puentes  con  una  superficie  lisa,  buscando  una  topografía  que  favorezca  el 
crecimiento  longitudinal de  los  axones  (Soldani  et  al.,  1998). En  otros  trabajos  se han 
construido  superficies  de  poliuretano  con  texturas  alineadas  donde  se  han  visto 
respuestas de crecimiento neurítico alineadas a partir de GRD (Zhang et al., 2005). 




que  permiten  la  incorporación  de moléculas  en  su  estructura  gracias  a  los  restos  de 
fosfato. Se han utilizado en modelos de lesión periférica, observando que promueven la 
regeneración y remielinización de axones lesionados (Wang et al., 2001). 
Copolímeros  de  Poliacrilonitrilo/Polivinilcloruro  (PAN/PVC):  Material  probado 




Matrigel  con CS,  factores neurotróficos, metilprednisolona o glía  envolvente de bulbo 
olfativo. Este polímero semipermeable, aplicado como revestimiento, impide la invasión 
excesiva de moléculas de matriz extracelular que provienen de células del entorno. Estas 
cubiertas  han  permitido  a  los  implantes  promover  la  regeneración  de  axones 
propioespinales y  sensoriales  en  lesiones  torácicas de médula  espinal  (Xu  et al., 1995; 
Guest et al., 1997b).  
Vidrios biodegradables: Se han utilizado  en  reparación de nervios periféricos,  sin 
observarse mejoras  con  respecto  a  los  injertos  de músculo  utilizados  como  controles 
(Lenihan et al., 1998). 
Materiales  activos  eléctricamente:  Sobre  cultivo,  se  han  conseguido  duplicar  la 
extensión de neuritas de las células de línea PC12 sobre polímeros conductores como el 
polímero de polipirrol (Schmidt et al., 1997). También se ha estimulado la diferenciación 




respuestas  neuronales  a  la  axotomía  (Jones  and  Cavanagh,  1986).  Sin  embargo,  al 
mezclar en unas determinadas condiciones la acrilamida con bis‐acrilamida, se generan 
unos  geles  (PAA)  de  estructura  estable  y  no  tóxica  susceptibles  de  ser  utilizados  en 
neurorregeneración.  Los  geles  de  PAA  se  han  utilizado mezclados  con moléculas  de 
matriz  extracelular  (MME)  generando  sustratos  de  PAA‐MME  que  reúnen  unas 
características que los hacen especialmente idóneos para su uso en ingeniería de tejidos. 
Entre  estas  propiedades  destaca  la  posibilidad  de:  i)  un  control  sistemático  y 
reproducible  de  la  flexibilidad,  mediante  el  control  de  las  concentraciones  de 
acrilamida/bis‐acrilamida;  ii)  permitir  la  observación  de  células  marcadas  con 
compuestos  inmunofluorescentes  gracias  a  sus  características  ópticas  y  su  grosor;  iii) 
mezclar los geles de PAA con moléculas de matriz extracelular para buscar la adhesión 
celular, ya que  estos geles no muestran  interacción detectable  con  la  superficie de  las 
células;  iv)  la  naturaleza  porosa  de  los  geles  provee  a  los mismos  de  una  estructura 








en neurorreparación  son  los PHPMA,  bien  sea  solos  o modificados  con moléculas de 
adhesión como péptidos derivados de  la  fibronectina, sobre  los que se ha demostrado 
que permiten el crecimiento de células gliales, axones, deposición de MME y promueven 
la angiogénesis (Woerly et al., 1999; Woerly et al., 2001). 
Metilcelulosa  (MC): Polímero derivado de  la celulosa que  forma geles en solución 
acuosa cuando ésta se calienta, debido a interacciones hidrofóbicas entre sus moléculas. 
Sus propiedades  físico‐químicas pueden modificarse variando  la concentración de MC 
en  la  solución,  adaptando  así  las  condiciones  al  modelo  de  estudio  deseado.  Se  ha 
comprobado  que  es  biocompatible  in  vitro  e  in  vivo  al  no desencadenar  una  reacción 








gran  variedad  de  sustancias  procedentes  de  moléculas  biológicas,  principalmente  a 
partir de distintas regiones de algunos organismos, dando lugar a una gran variedad de 
moléculas  que  se  pueden manipular  de multitud  de  formas  para  conseguir  fabricar 
implantes que puedan ser utilizados como puentes en reparación nerviosa. El estudio de 
estas moléculas  ha  sido  uno  de  los  principales  objetivos  dentro  de  la  ingeniería  de 
tejidos  aplicada  a  reparación  neural  ya  que  estas  sustancias  suelen  ser  más 






Colágeno:  El  colágeno  define  una  familia  de  proteínas  estructurales  de  matriz 
extracelular,  caracterizada  por  una  triple  hélice  formada  por  tres  cadenas  peptídicas. 
Existen más de 20 tipos de colágeno, aunque solo los tipos I, II, III, V, y XI se ensamblan 
formando  fibrillas. El  colágeno  es uno de  los  componentes mayoritarios de  la matriz 
extracelular  de  los  tejidos  debido  a  sus  propiedades mecánicas  y  su  resistencia  a  la 
degradación. Estas,  junto a su baja antigenicidad, hacen del colágeno un sustrato  ideal 
para su utilización en ingeniería de tejidos (revisado por Gelse et al., 2003). La utilización 
del  colágeno  como  sustrato  para  el  crecimiento  celular  se  inició  en  la  década  de  los 
cincuenta  (Ehrmann and Gey, 1956). Elsdale y Bard cultivaron  fibroblastos sobre geles 
de  colágeno  bidimensionales  (superficies de  crecimiento)  o  embebidos  en un  sustrato 
tridimensional, observando que permitía el crecimiento  celular y  tenía gran  influencia 
sobre su morfología y la manera en la que la células crecen en su superficie (Elsdale and 
Bard,  1972).  Estudios  posteriores  confirmaron  como  las  superficies  construidas  con 
colágeno  son  un  buen  sustrato  para  el  crecimiento  y  adhesión  de  fibroblastos 
(Middelkoop et al., 1995; Bessea et al., 2002), neuronas (OʹConnor et al., 2001) y para la 
extensión  alineada  de  neuritas  desde  ganglios de  la  raíz  dorsal  (GRD)  (Dubey  et  al., 




En modelos de  lesión del SNP, el  colágeno  se ha empleado  como puente para  su 
implante  en  transecciones  del  nervio  ciático  o  tibial  (Keilhoff  et  al.,  2003;  Colin  and 
Donoff, 1984), observando que inducían neovascularización y permitían el crecimiento y 
migración  de  células  de  Schwann,  promoviendo  regeneración.  En  otros  trabajos  el 
colágeno se ha utilizado a modo de filamentos para su implante en secciones del nervio 
ciático,  donde  promueve  la  regeneración  y  la  remielinización  (Yoshii  and Oka,  2001; 













et  al.,  1998).  Las  propiedades  promotoras  de  la  regeneración  del  colágeno  han  sido 
mejoradas  mediante  la  adición  de  células  progenitoras  neurales,  observando  que 




ambiente  apropiado  para  la  regeneración  de  los  axones  centrales  (de  la  Torre,  1982), 
resultados  confirmados  posteriormente  donde,  además,  se  observó  remielinización 
(Kassar‐Duchossoy et al., 2001; Yoshii et al., 2003; Yoshii et al., 2004; Iwata et al., 2006). 
Fibrina: La fibrina es el componente principal de los coágulos sanguíneos. Se forma 
tras  la proteolisis del  fibrinógeno, una molécula común en el  torrente circulatorio. Los 
monómeros de fibrina se autoensamblan para formar protofibrillas de dos monómeros, 










nervio periférico  lesionado es más reciente y controvertida, porque  la  fibrina  inhibe  la 
adhesión y migración de  las células de Schwann, esenciales en el proceso regenerador 
(Akassoglou et al., 2002; Akassoglou et al., 2003). Estos resultados sugieren la necesidad 









Las  propiedades  diamagnéticas  de  los  monómeros  de  fibrina  permiten,  asimismo, 






de  la  concentración  (Nehls  and  Herrmann,  1996),  que  pueden  ser  mejoradas  por 
orientación de  las  fibras mediante gelificación a pH10  (Hall et al., 2001) o mediante  la 
unión de efrina‐2, ya que es un morfógeno vascular  (Zisch et al., 2004). En el SNC,  la 
fibrina ha sido utilizada de multitud de formas. Por ejemplo, se ha usado indirectamente 
como  material  para  adherir  puentes  construidos  a  partir  de  segmentos  de  nervio 
periférico  (Cheng  and Olson,  1995; Cheng  et  al.,  1996). También  se  ha utilizado para 
transportar neurotrofinas como NT‐3, BDNF y GDNF, promoviendo la regeneración de 
raíces dorsales seccionadas, observándose una entrada mayor de axones sensoriales por 
estos puentes en comparación con  los  fabricados únicamente con  fibrina  (Iwaya et al., 
1999; Iwakawa et al., 2001). Unido a NT‐3, la fibrina se ha utilizado a modo de puentes 
en lesiones medulares, observando que promovían el crecimiento neurítico y disminuían 
la  reactividad  glial  de  la  cicatriz  (Taylor  et  al.,  2004;  Taylor  et  al.,  2006;  Taylor  and 
Sakiyama‐Elbert, 2006).   Estos  estudios  sugieren que  la  fibrina puede  ser,  además, un 
buen vehículo para transportar factores promotores de la regeneración. Se ha visto que 












vehículo para  transplantar células  troncales neuronales  junto  con el  factor estimulante 
de  colonia de granulocitos  (G‐CSF),  observando mejorías  con  respecto  a  los  controles 
(Pan et al., 2008). Por lo tanto la fibrina, debidamente modificada, es un buen candidato 
para  su uso  en  la  reparación de  lesiones del  sistema nervioso,  o  como  vehículo para 
liberar sustancias que ayuden a este fin. 
Fibronectina: La fibronectina es una glicoproteína que media una amplia variedad 
de  interacciones celulares con  las moléculas de  la matriz extracelular y  juega un papel 
muy  importante  en  adhesión  celular,  migración,  crecimiento  y  diferenciación.  La 
fibronectina existe formando un dímero de dos subunidades idénticas de unos 250 KDa. 




En  ingeniería  de  tejidos,  se  han  desarrollado  sustratos  de  fibronectina  con  fibras 
orientadas  que  estimulan  la  regeneración  axonal  en  secciones  del  nervio  ciático 
(Whitworth  et  al.,  1995),  incrementando  la  adhesión  y  migración  de  las  células  de 
Schwann  (Ahmed  and  Brown,  1999).  La  fibronectina  sirve  también  como  vehículo 
portador y presentador de  factores  tróficos, de modo que  al  estar  éstos unidos  a  ella 
mejoran sus cualidades promotoras de  la regeneración axonal, como ocurre cuando se 
complementa  con NT‐3  (Sterne  et  al.,  1997)  o  con NGF  (Whitworth  et  al.,  1996).  En 
lesiones  de médula  espinal,  las matrices  de  fibronectina,  solas  o  suplementadas  con 
factores  de  crecimiento,  se  han  mostrado  útiles  como  sustratos  promotores  de  la 
regeneración  axonal  (Priestley  et  al.,  2002; King  et  al.,  2003; King  et  al.,  2006).  Estos 
efectos han sido achacados a  la mayor migración y adhesión hacia este sustrato de  las 
células de Schwann periféricas. 










et  al.,  1990;  Wang  et  al.,  1998).  Sin  embargo,  probablemente  debido  a  que  estos 
materiales  aceleran  la maduración  axonal,  se  observó  que,  a  largo  plazo,  los  axones 
desaparecían  con  respecto  a  los  controles  (Seckel  et  al.,  1995).  Recientemente  se  han 
realizado estudios que demuestran la baja toxicidad y buenas propiedades angiogénicas 
de  los  geles de  ácido hialurónico  (Jansen  et  al.,  2004b), proponiéndose  como  sustrato 
para la regeneración nerviosa. Con la finalidad de mejorar las propiedades biofísicas de 
este material, se han modificado su porosidad y viscosidad mediante la unión a poli‐D‐
lisina,  aumentando  su  susceptibilidad  a  ser  invadido  por  células  típicas  del  sistema 
nervioso central y disminuyendo la reacción del sistema inmune, hasta niveles similares 
a  los de  implantes  inertes  (Tian et al., 2005a). Además, se han realizado estudios de  la 
unión del ácido hialurónico a anticuerpos como  la  IgG anti‐receptor de Nogo‐66, para 
bloquear  los  efectos  inhibitorios  de  Nogo‐66  (Tian  et  al.,  2005b).  Sin  embargo,  en 
estudios  iniciales  en  modelos  de  transección  medular,  no  se  ha  observado  mejoría 
funcional de  los  animales,  comparado  con  controles  sin puentes de  ácido hialurónico 
entrecruzados con tiol (Horn et al., 2007). 
Laminina: La laminina es un componente fundamental de la membrana basal de los 
tejidos.  Funciona  como  un  componente  estructural  esencial  para  la  morfogénesis, 





comprobado  que  geles  de  laminina  insertados  como  puentes,  aumentan 
significativamente el rango de axones que pasan a través de la zona de lesión (Madison 
et  al., 1987). Los geles de  laminina presentan  el mismo problema que  el  colágeno, no 
permiten la regeneración periférica a altas concentraciones, probablemente debido a que 
limitan  la  migración  celular  y  la  difusión  de  factores  promotores  del  crecimiento 
(Valentini et al., 1987), estableciéndose una concentración de 4 mg/ml como  la óptima 
para  los geles de  laminina  (Labrador  et al., 1998). Estudios  en SNP  corroboran que  la 
laminina mezclada con otros hidrogeles es más efectiva para promover la regeneración, 




laminina  como  tal  no  han  sido  utilizados  en  lesiones  de  SNC,  sino  siempre  como 
complemento de implantes de otros materiales o células. 
Matrigel:  Es  un  extracto  soluble  de membrana  basal  producido  por  la  línea  de 
células  tumorales  llamada  Engelbreth‐Holm‐Swarm  (EHS).  A  temperatura  ambiente, 
gelifica en un hidrogel no poroso. Matrigel se compone de: laminina, colágeno tipo IV, 
entactina  y  proteoglicanos  tipo  heparán  sulfato,  además  de  factores  de  crecimiento 
solubles  como  el  factor  de  crecimiento  tipo  insulina  1  (IGF‐1),  factor  de  crecimiento 
transformante β  (TGF‐β),  factor de crecimiento derivado de plaquetas  (PDGF) y  factor 
de crecimiento epidérmico (EGF). Los efectos del matrigel sobre la regeneración axonal 
probablemente  están mediados adicionalmente por  su permisividad al  crecimiento de 
células  promotoras  de  la  regeneración.  Se  ha  comprobado  que  el matrigel  induce  la 
migración y la remielinización por células de Schwann (Carey et al., 1986) y permite la 
migración y ramificación de células de glía envolvente de bulbo olfativo (Tisay and Key, 
1999),  lo  que  promueve  el  crecimiento  de  axones.  Estos  resultados  se  comprobaron 
también sobre cultivos de ganglios de la raíz dorsal, observándose que las propiedades 
neuritogénicas  del  matrigel  se  deben  probablemente  a  la  migración  de  células  de 
Schwann  (Tonge  et  al.,  1997).  También  se  han  comprobado  sus  propiedades 
angiogénicas, tanto  in vitro (Kubota et al., 1988) como  in vivo (Passaniti et al., 1992). En 
lesiones de médula  espinal  el matrigel  se  ha  utilizado  principalmente  como  vehículo 
para transportar células o factores tróficos, ya que por sí solo no induce ni regeneración 
ni  vascularización.  Así,  si  se  complementa  con  el  factor  de  crecimiento  vascular 
endotelial  (VEGF),  induce  el  paso  de  axones  corticoespinales  y  aumento  de  la 
neovascularización  (Facchiano  et  al.,  2002). Otros  trabajos han  realizado  implantes de 
matrigel  conjuntamente  con  progenitores  celulares  del  epitelio  olfativo  humano, 
observándose  regeneración de  axones del  tracto  rubroespinal  (Xiao  et  al.,  2005) o  con 
células  estromales  de médula  ósea  transfectadas  para  producir  factor  de  crecimiento 
derivado  de  cerebro  (BDNF),  promoviendo  la  regeneración  axonal  con  recuperación 
funcional (Koda et al., 2004; Koda et al., 2007). 







desenrolladas  y  plegadas  al  azar.  Sin  embargo,  cuando  se  enfría  se  producen 
interacciones en forma de doble hélice entre las cadenas de agarosa, tornándose sólida y 
formando un gel. El agar como tal ha sido utilizado muy poco en ingeniería de tejidos, 






superiores a  los 65ºC y, dependiendo del grado de  sustituciones hidroxietílicas en  sus 
cadenas laterales, gelifica en un rango entre 17 y 40ºC. Estudios iniciales mostraron que, 
cuando  se  cultivan  neuronas  en  su  interior,  la  morfología  y  tamaño  de  poro  de  la 
agarosa  influyen en  la emisión, elongación, organización y dirección de crecimiento de 
neuritas  a  través del gel.  Se  comprobó  que  las neuronas no pueden  emitir neuritas  a 
concentraciones de agarosa superiores a 1.25% (p/v), estableciéndose esta concentración 
como  el  umbral  superior  que  permite  el  crecimiento  para  neurítico  en  neuronas 
incluidas en agarosa (Bellamkonda et al., 1995). En cultivos de ganglios de la raíz dorsal 
(GRD) se observó que la longitud de las neuritas disminuía a medida que aumentaba la 
concentración  (Dillon  et  al.,  1998).  Esto  se  comprobó  en  modelos  de  regeneración 
periférica  in  vivo,  donde  la  tasa  de  axones  regenerados  disminuye  a  medida  que 
aumenta  la  concentración  de  agarosa  (con  una  concentración  óptima  del  0.5%), 
probablemente porque se dificulta el paso de los axones y de las células de Schwann que 





de  colágeno  y  fibrina,  la  agarosa  puede  ser  modificada  con  péptidos  derivados  de 
moléculas de adhesión como  la  laminina, para aumentar  la proporción de axones que 





sustrato  guía  en modelos  de  lesión  de  la médula  espinal,  el  grupo  de  Tuszynski  ha 
desarrollado el método de congelación‐secado para construir matrices de agarosa con  los 
poros  orientados  linealmente  y  que  sean  susceptibles  de  cargarse  con  factores  de 





compone  de  monómeros  de  β‐D‐manuronato  y  α‐L‐glucuronato.  Es  un  material 
biocompatible  e  inmunológicamente  inerte  (Sennerby  et  al.,  1987), que no  es digerido 




función  de  la  concentración  de  alginato.  Estos  geles  permiten  una  buena  adhesión 
celular sin perder su volumen inicial, comparado con los geles de colágeno que pierden 
hasta el 40% de su volumen tras ser  implantados (Shapiro and Cohen, 1997). Los geles 






induce  el  crecimiento  de  axones mielínicos  y  amielínicos  por  su  interior,  induciendo 
migración de astrocitos y reduciendo  la gliosis de  los astrocitos reactivos, conduciendo 
todo ello a procesos de recuperación funcional (Suzuki et al., 1999a; Kataoka et al., 2001; 
Suzuki  et  al.,  2002). Respecto  a  este  último  punto,  se  ha  visto  que  los  astrocitos  que 
migran en los puentes de alginato no segregan lámina basal, lo que ayuda a reducir los 
componentes  de  tejido  conjuntivo  que  pudieran  representar  una  barrera  a  la 
regeneración  (Kataoka et al., 2004). En  lesiones en adultos,    la mejoría  inducida por el 
alginato en  la supervivencia y regeneración pueden complementarse con moléculas de 
matriz extracelular, como  la  fibronectina y otros compuestos sintéticos  (Novikov et al., 





2005).  También  se  han  construido  puentes  de  alginato  con  sus  poros  orientados 
longitudinalmente, comprobando que  se  inducía un crecimiento orientado de neuritas 
(Prang et al., 2006). 
Gelatina:  La  gelatina  es  una  proteína  que  proviene  de  la  hidrólisis  del  colágeno 
presente en el tejido conjuntivo de los animales y no existe en ellos de forma natural. Su 
utilización en  reparación nerviosa ha  sido mediante  la mezcla o entrecruzamiento con 
otros  compuestos.  Se ha demostrado  que promueve  regeneración periférica mezclada 
con CS  (Brown et al., 1996) o entrecruzada con genipinina  (Chen et al., 2005; Lu et al., 
2007). 
Quitosano:  El  quitosano  es  un  término  que  se  refiere  a  la  quitina  en  distintos 
estados  de  desacetilación  y  despolimerización  (Figura  8).  La  quitina  es  un  polímero 
Figura 8: Representación esquemática del proceso de formación del quitosano a partir de la quitina. El
proceso se basa en la sustitución de los grupos acetilo (NHAc) de la quitina por grupos amino (NH2).
(Tomado de Hernández R.B. et al; 2008). 
INTRODUCCIÓN 
estructural natural del exoesqueleto de los artrópodos y de algunos hongos. Se compone 
de  poli‐N‐acetilglucosamina  y  β‐1,4‐glicosidos    unidos  formando  un  polímero  lineal. 
Dependiendo del grado de desacetilación de la quitina, se pueden obtener distintos tipos 
de quitosano con propiedades físico‐químicas diferentes. Por ejemplo, a medida que se 
aumenta  el  grado  de  desacetilación,  aumenta  la  estabilidad  del  quitosano  a  la 
degradación, de modo que  la quitina y el quitosano desacetilado al 69% son  los que se 
degradan más rápido, no llegando a una semana en implantes subcutáneos en animales 
(Tomihata  and  Ikada,  1997). Al  ser una  sustancia procedente de organismos vivos,  el 
quitosano posee toda una serie de propiedades que lo hacen especialmente útil para su 
uso  en  multitud  de  aplicaciones  como  la  industria  textil,  cosmética,  agrícola  y 
alimentaria,  así  como  en  biomedicina.  El  interés  en  la  utilización  del  quitosano  en 
ingeniería de  tejidos para  biomedicina  surgió  como  consecuencia de  sus propiedades 
biológicas  de  biocompatibilidad,  biodegradación,  hemostáticas,  cicatrizantes,  y  a  su 
acción  antibacteriana  y  antifúngica  (William  and Herbert,  1985;  Tomihata  and  Ikada, 
1997; Onishi and Machida, 1999; Chenite et al., 2000; Mi et al., 2001; Yuan et al., 2004; Shi 
et al., 2006) que convierten a esta molécula en un candidato idóneo para ser utilizado en 
reparación de  lesiones del  tejido nervioso. La propiedad más  interesante del quitosano 
para ser utilizado en aplicaciones biomédicas surge de su naturaleza policatiónica. Así, 






como  terapia  génica  no  viral  (Dang  and  Leong,  2006).  Teniendo  en  cuenta  que  las 
superficies cargadas positivamente son promotoras de la adhesión celular, el quitosano 
o  derivados  de  él  han  sido  utilizados  en  estudios  de  reparación  de  cartílago,  por  su 
estímulo de la condrogénesis (Suh and Matthew, 2000) o para fabricar piel artificial (Mao 
et al., 2003).  
Su utilización en regeneración nerviosa comenzó   con  los  trabajos de P.M. Santos, 
que  utilizó  tubos  de  silicona  unidos  a NGF  y  laminina,  y  los  rellenó  de  quitosano, 
observando un aumento de la angiogénesis tras lesiones del nervio ciático (Santos et al., 





con  el  fin  de  adaptar  mejor  el  material  al  modelo  de  estudio.  Tras  conocer  las 
características  físico‐químicas  de  la  estructura  de  los  distintos  tipos  de  quitosano, 
estudiada mediante distintas  técnicas espectrofotométricas o de  rayos X  (Focher et al., 
1992),  se  han  realizado  modificaciones  de  la  propia  estructura  del  quitosano  para 
observar como varían  sus propiedades  físico‐químicas cuando, por ejemplo,  se  induce 
un entrecruzamiento con glutaraldehído, observando la formación de nuevos enlaces y 
la  variación  de  su  microestructura  (Monteiro,  Jr.  and  Airoldi,  1999).  Las  ventajas  e 
inconvenientes del  entrecruzamiento del quitosano  tanto de  forma  covalente  como de 
forma iónica han sido analizadas, concluyendo que el entrecruzamiento iónico, aunque 
produce una  estructura menos  estable,  es más útil para  su utilización  en biomedicina 
(Berger et al., 2004). El quitosano ha sido utilizado como molécula para  insertar cargas 









sido  las  realizadas  con  las moléculas  biológicas  de  colágeno,  gelatina  y  poli‐L‐lisina 
(PLL).  El  colágeno  interacciona  con  el  quitosano  formando  enlaces  débiles  de  tipo 
electrostático  (Taravel and Domard, 1993), y se ha comprobado que  induce adhesión y 
extensión neurítica en células PC12 (Cheng et al., 2003a) y que promueve el crecimiento 

















susceptibles  de  ser  utilizados  en  reparación  nerviosa,  y  a  la  vista  de  los  resultados 
obtenidos hasta  la  fecha,  en  este  trabajo  se han  realizado distintas modificaciones del 
quitosano  para  construir  puentes  con  unas  propiedades  físico‐químicas  y  adhesivas 
óptimas  para  su  implantación  en  un modelo  de  lesión medular  por  transección.  Lo 
primero que estudiamos fue la adhesividad de geles con una concentración de quitosano 
adecuada a su utilización en  la construcción de puentes, evaluando  las diferencias que 
pudieran  existir  con  respecto  a  concentraciones  de  quitosano  menores  y  que  son 
utilizadas habitualmente por otros autores. Posteriormente modificamos estos geles con 
gelatina  y  PLL  de manera  similar  a  lo  publicado  previamente  (Cheng  et  al.,  2003b; 
Mingyu et al., 2004) para establecer  las proporciones de peso óptimas de cada uno de 
estos  compuestos. Con  las mezclas  elegidas,  procedimos  a  realizar  un  estudio  físico‐
químico sobre el tipo de interacciones que existieron entre los compuestos y el grado de 
adhesividad  que  presentaron  con  células  propias  del  SNC  como  los  astrocitos  y  las 
neuronas,  además  de  estudiar  las  propiedades  promotoras  de  la  neuritogénesis  con 
GRD.  Estos  estudios  nos  permitieron  elegir  la  mezcla  óptima  del  quitosano  con  la 
gelatina y  la PLL para construir puentes que  se  implantaron en un modelo animal de 















































para  su  uso  en  la  construcción  de  puentes  para  reparación  nerviosa, 
comparando  su comportamiento con geles al 1% como  referencia utilizada 
en la literatura para realizar estos estudios.   
2. Construir  superficies  de  quitosano  al  2%,  combinado  con  distintas 
proporciones  de  gelatina  y  poli‐L‐lisina  (PLL),  como  han  descrito  Cheng 
Mingyu y colaboradores, para establecer su influencia en la adhesión y en la 








4. Con  la  mezcla  óptima  seleccionada,  construiremos  puentes  para  su 
implantación en transecciones medulares torácicas, evaluando, tras 2 meses 
de  supervivencia, el estado de  los puentes,  los  tipos celulares presentes en 
ellos  y  la  posible  regeneración  axonal.    Se  estudiará  la  recuperación 
funcional mediante el test BBB de evaluación locomotora en campo abierto. 
Estudiaremos,  además,  terapias  que  combinan  la  implantación  de  esos 



































Se utilizó quitosano  con un porcentaje mínimo de desacetilación del  85%  (Sigma, 
C3646; St. Louis, Missouri USA). Este compuesto policatiónico es soluble únicamente en 
ácidos  orgánicos,  por  lo  que  las  soluciones  iniciales  de  quitosano  al  1%  y  al  2%  se 
prepararon en una  solución acuosa de ácido acético  (Riedel, 2789; Alemania) 0.2M. Se 
calentó  la solución ácida a 50˚C y se añadió poco a poco el quitosano, sometiéndolo a 
agitación  fuerte  hasta  su  total  disolución.  Posteriormente  se  eliminaron  los  restos  y 
partículas no disueltas mediante el filtrado a través de una malla con poros de 135μm.  
3.1.2. Solidificación del quitosano para formar geles 
Se  indujo  la  solidificación  del  quitosano  mediante  su  precipitación  en  medio 
alcalino.  Para  ello,  se  añadió  cada  solución  de  quitosano  a  frascos  con  una  solución 
acuosa de hidróxido  sódico  (NaOH; Merck, 1.06498; Darmstadt, Alemania) al 3% y  se 
dejó durante 48 horas. El gel formado se lavó bien con agua mili‐Q hasta que estuviera 
neutro. Se tomaron imágenes de los geles con una cámara digital (Nikon, Coolpix 4500). 
3.1.3. Estudio  de  la  morfología  de  los  geles  de  quitosano  por 
microscopía electrónica de barrido ambiental  
Los  geles  se  congelaron  a  ‐80˚C  para  formar  bloques  que  se  liofilizaron  en  un 
liofilizador Virtis (modelo BT 3.3 ES), durante 24 horas. El material liofilizado se recortó 
en pequeños  bloques  que  se metalizaron  en un metalizador Polaron  SC7640  con una 





placas de 96 pocillos y  se eliminaron  las burbujas. El material  se  secó en una estufa a 






lavados  con  agua mili‐Q, hasta que  el gel  estuviera neutro. Como  control positivo  se 
utilizó un grupo de pocillos sin material añadido  tratados con una solución acuosa de 
poli‐L‐lisina [PLL] (Sigma, P6282; St. Louis, Missouri USA) a 10μg/ml, incubada durante 
1  hora  a  37˚C  y  haciendo  3  lavados  con  agua  mili‐Q  para  eliminar  los  restos  no 
adheridos. Finalmente se añadió a todos  los pozos 150μl de una solución desinfectante 
formada por tampón fosfato salino (PBS) + penicilina/estreptomicina (Sigma, P0781; St. 
Louis,  Missouri  USA)  +  gentamicina  (Schering‐Ploug,  763706;  Madrid)  a  40μg/ml  + 





028; Paisley UK)  +  10% Suero Fetal Bovino  (Linus, S01805; Madrid), para  las C6 y  en 
RPMI1640  (Sigma,  R8755;  St.  Louis,  Missouri  USA)  +  10%  suero  de  caballo  (Gibco, 
26050088; Paisley UK) + 5% de suero fetal bovino (Linus, S01805; Madrid)  para las PC12. 
Se  lavaron  dos  veces  con  el medio  de  cultivo, mediante  centrifugaciones  a  1000rpm 
durante 10 minutos y  se  sembraron  sobre placas petri de 90mm de diámetro. Cuando 
alcanzaron  la  confluencia  se procedió a dar un pase a  las  células. Para  ello,  las C6  se 
levantaron  en  tampón  fosfato‐salino  (PBS)  + Tripsina‐EDTA  (Sigma, T4174;  St. Louis, 
Missouri USA) incubando 5 minutos a 37˚C y las PC12 se levantaron mecánicamente con 
una pipeta en solución Hanks’ sin Ca2+ ni Mg2+ (Sigma, H2387; St. Louis, Missouri USA) 




Para  estudiar  la  viabilidad  de  las  células  de  línea  C6  (astroglioma)  y  PC12 
(feocromocitoma) en cada sustrato se realizó un estudio de transformación de MTT. Para 
ello, se levantaron las células como se indicó en el punto anterior y se resuspendieron en 
medio de  cultivo  a  razón de  1  ×  105  células/ml de medio: DMEM  +  10%  Suero  Fetal 
 48
MATERIALY MÉTODOS 
Bovino, para  las C6 y RPMI1640 + 10%  suero de  caballo + 5% de  suero  fetal bovino + 
NGF  (Sigma, N2513; St. Louis, Missouri USA) a 50ng/ml para  las PC12. Las placas  se 






incubó durante  4  horas  en  atmósfera  protectora  a  37˚C  y  5% de CO2  para  inducir  la 
formación de cristales de formazán que se disolvieron añadiendo a cada pocillo 100μl de 
una solución de SDS (Fluka, 71725; Buchs, Nederlands) al 10% en HCl 10mM. Las placas 







































quit      de modo que: 
rg = 
Pg 














Figura 9: Porcentaje de quitosano (segmento de
barra blanco) y gelatina (segmento de barra
negro) correspondientes a las relaciones en peso
(ratios) de la gelatina de: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1. 
 
Las  mezclas  se  hicieron  añadiendo  el  volumen  de  la  solución  de  gelatina 
correspondiente a cada rg sobre el volumen de quitosano, y se sometió a agitación fuerte 
durante 2 horas a 50˚C. 
3.2.3. Preparación  de  las  mezclas  de  quitosano  +  poli‐L‐lisina  en 
distintas proporciones: 
Se mezclaron distintas cantidades de quitosano y poli‐L‐lisina (PLL) hasta conseguir 
distintas  proporciones  (relaciones)  en  peso  de  PLL  según  lo  publicado  previamente 
(Mingyu et al., 2004), pero con una solución inicial de quitosano al 2%. Las relaciones en 
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Una  vez  calculados  los  volúmenes  necesarios  de  cada  solución  para  cada  rpll,  se 
añadió la solución de PLL sobre el quitosano y se mezclaron sometiéndolos a agitación 
fuerte durante 2 horas a 50˚C (Figura 10). 
Figura 10: Porcentaje de poli-l-lisina (segmento
de barra negro) y de quitosano (segmento de barra
blanco) con relaciones en peso de PLL de 0, 0.005,
0.01, 0.02, 0.03. 
 




total  de  4  replicaciones  por  cada  sustrato.  Se  eliminaron  las  burbujas  y  se  indujo  la 
formación  de  superficies  mediante  secado  en  estufa  a  50˚C  durante  24  horas.  A 
continuación se  indujo  la gelificación del quitosano añadiendo una solución acuosa de 
NaOH  (Merck, 106498; Darmstadt, Alemania) al 1% e  incubando durante 4 horas a Tª 
ambiente. Por último  los pozos  se  lavaron varias veces  con agua mili‐Q hasta que  las 
superficies  estuvieran  neutras.  Estas mezclas  se  compararon  con  pocillos  control  que 
consistieron  en pozos  sin  sustrato pero pre‐tratados  con una  solución de poli‐L‐lisina 
(Sigma, P6282; St. Louis, Missouri USA) a 10μg/ml  incubada durante 1 hora a 37˚C y 
lavada varias veces con agua mili‐Q. Se realizaron 4 replicaciones por grupo.  
Finalmente  se  añadió  a  todos  los  pozos  500μl  de  una  solución  desinfectante 
nicilina/estreptomicina (Sigma, P0781; St. 
Ploug,  763706;  Madrid)  a  40μg/ml  + 
 Carlsbad, CA) a 2.5μg/ml, y se dejó en 
compuesta de tampón fosfato‐salino (PBS) + pe






El grado de humectación de un  sólido  es  la  capacidad que muestra  su  superficie 
para mojarse, lo cual depende de su tensión superficial. Así, si se añade una gota de un 
determinado líquido sobre una superficie sólida, la tensión superficial de la misma hará 




mojarse.  Estos  parámetros  vienen  definidos  por  el  grado  de  hidrofobicidad‐








desgaste de  las paredes  con una pulidora. Por último,  se midió el ángulo de  contacto 
estático de cada superficie con ayuda de un goniómetro de ángulo de contacto  (Ramé‐
Hart INC, model 100‐00) tras depositar una gota de agua mili‐Q de unos 10μl sobre cada 
superficie.  Los  datos  presentados  fueron  los  valores  medios  de  3  medidas 
independientes para cada material.  
3.2.6. Fabricación  de  superficies  de  quitosano  +  poli‐L‐lisina  para 
cultivos celulares 










fibras  de  colágeno  sometiendo  a  éste  a  irradiación  por  luz  ultravioleta  durante  30 




de  que  24  horas  antes  de  su  utilización  se  procedió  a  inducir  su  fenotipo  neuronal 
cambiando el medio por medio fresco suplementado con factor de crecimiento nervioso 
[NGF] (Sigma, N2513; St. Louis, Missouri USA) a 50ng/ml. 
3.2.8. Estudios  de  diferenciación  sobre  las  superficies  de  quitosano  + 
gelatina 
Las  células  PC12  se  levantaron  con  solución Hanks’  sin Ca2+  ni Mg2+  +  0.02% de 







objetivo de 40 aumentos  (400X). La adquisición de  las  imágenes se hizo realizando un 
muestreo sistemático uniforme aleatorio, basado en los protocolos descritos por Ronn y 
Ventimiglia  (Ventimiglia  et  al.,  1995;  Ronn  et  al.,  2000).  En  este  caso,  se  generó  una 
cuadrícula virtual por  cada pozo  (correspondiente a 15 × 15mm para placas de  24)  la 
cual  se  dividió  en  6  cuadrículas  idénticas  de  7.5  ×  5mm. A  continuación  se midió  el 
tamaño  del  campo  que  se  visualiza  en  el microscopio  (0.22  ×  0.17mm)  y  se  calculó 
cuantas veces está contenido ese campo en las cuadrículas (34 veces en el eje x y 29 veces 
en el eje y). Para obtener  imágenes aleatorias en  las 6 cuadrículas se determinaron dos 
números  aleatorios  para  cada  eje,  que  multiplicados  por  la  longitud  de  cada  eje 
determinaron  las  veces  que  se  debía mover  el  campo  visual  en  cada  eje.  Se  situó  el 





















Se  levantaron  las  células  PC12  con  solución Hanks’  sin Ca2+  ni Mg2+  +  0.02%  de 
EDTA grupos. Se centrifugó a 1000rpm durante 10 minutos y se 
celular de 2 × 105 células/ml en medio RPMI 1640 + NGF 
 1640 + NGF  (50ng/ml) + 5% SFB  en  el otro  caso. Se 
añadió por pozo y  se permitió  la adhesión en un  incubador a 
 y se separaron en dos 
resuspendió a una densidad 






lavó  con  tampón  fosfato‐salino  (PBS)  dos  veces.  Las  células  se  levantaron  con  una 
solución de PBS + Tripsina‐EDTA (Sigma, T4174; St. Louis, Missouri USA), incubada 10 
minutos  a  37˚C.  El  efecto  de  la  tripsina  se  inhibió  añadiendo medio  con  suero  a  Tª 
ambiente. Se añadió a las células una solución de Trypan Blue (Sigma, T6146; St. Louis, 
Missuori USA)  al  0.4%  (1:9  v/v)  y  se  procedió  al  recuento  de  células  viables  en  una 
cámara  de Neubauer  con  ayuda  un microscopio  invertido  (Nikon,  Phase  Contrast‐2 
ELWD 0.3), haciendo al menos 4 recuentos por muestra. 
3.2.10. Estudios  de  diferenciación  sobre  las  superficies  de  quitosano  + 
poli‐L‐lisina 




















Solución de gelatina  al 1.3%  (p/v): Se preparó  a partir de una  solución madre de 





[Donde  rg=  relación  en peso de  la gelatina  con  respecto del quitosano; Pg= peso de  la 
gelatina; Pquit= peso del quitosano; Vg= volumen de la solución madre de gelatina al 10%; 
Vquit= volumen de la solución inicial de quitosano].  





Pg + Pquit 
100 Vg 





[Donde  rpll=  ratio  en peso de  la PLL  con  respecto del quitosano; Ppll= peso de  la PLL; 
Pquit= peso del quitosano; Vpll= volumen de la solución de PLL al 0.2%; Vquit= volumen de 
la solución de quitosano al 2%].  




Ppll + Pquit 
= 
2Vpll 














La  gelatina  se  gelificó mediante  enfriamiento,  ya  que  la  gelatina  utilizada  forma 
geles por debajo de  los  40˚C. Las  soluciones  con quitosano  se gelificaron mediante  la 
precipitación en medio alcalino. Para ello, se rellenaron frascos de vidrio pequeños con 
3ml de una solución acuosa de NaOH  (Merck, 1.06498; Darmstadt, Alemania) al 3% y 
sobre  ella  se  añadieron  6ml  de  las  distintas  soluciones  líquidas,  dejándolo  gelificar 
durante 48 horas. A continuación se procedió a realizar varios lavados con agua mili‐Q 
hasta que  el  agua  estuvo neutra. Se  retiró  el  agua  completamente y  se  congelaron  en 




La  morfología  de  los  sustratos  se  estudió  con  la  ayuda  de  un  microscopio 
electrónico de barrido ambiental (ESEM) sobre los distintos geles liofilizados. Para ello, 









Pg  + Ppll + Pquit 
rpll= 
Ppll 







Se  realizaron  siguiendo  el  protocolo  descrito  en  el  punto  3.2.5.  En  este  caso,  se 





que  contienen  la  absorción  completa  de  la  muestra  para  cada  longitud  de  onda 
correspondiente al espectro infrarrojo. El grado de absorción de las moléculas depende 
de las vibraciones moleculares y es específico de cada sustancia. Con ello, se identifican 
los  grupos  funcionales  (enlaces  químicos  de  la molécula)  a  partir  de  unas  tablas  de 
correlación donde aparecen las frecuencias en cm‐1 (Figura 11).  
          
: Frecuencias de vibración FTIR de los distintos enlaces químicos. Se muesFigura 11 tra el tipo de
vibración ( éculas.  Tensión o Deformación) y la frecuencia (en cm







4000cm‐1,  usando  una  resolución  de  2cm‐1  y  una  adquisición  de  1cm‐1,  grabando  10 
barridos para cada espectro y sustrayendo en cada caso el fondo del ambiente. Para ello, 
se  recortaron pequeños  fragmentos de  cada material  liofilizado y  se molturaron hasta 
conseguir granos pequeños. A  continuación,  se depositó una pequeña  cantidad de  los 
sustratos  sobre  el  cristal  de  diamante  del  accesorio ATR  y  se  procedió  a  realizar  el 
barrido de infrarrojos.  
3.3.4.3. Espectroscopía RAMAN 




procedió  a  registrar  el  espectrograma de  luz dispersada Raman  en un  espectroscopio 
inVia  Raman  (Renishaw)  acoplado  a  un  microscopio  Leica  DMLM.  Se  calibró  el 
espectroscopio con cuarzo (banda muy nítida a 512cm‐1) y se hicieron dos barridos de las 
muestras entre 100 y 4000cm‐1 con un haz de luz láser monocromático de 785nm con un 
tiempo de  exposición de  10  segundos,  25  acumulaciones  y  una  potencia de  láser del 
100%, utilizando un objetivo de 50 aumentos. 
3.3.4.4. Análisis termogravimétrico 
En  el  análisis  termogravimétrico  (ATG)  se  estudia  la  pérdida  en  peso  de  una 









de  10˚C por minuto.  Se  añadieron pequeñas  cantidades de  cada material  al  cesto del 
aparato (entre 5‐10mg) y se registró la pérdida de peso respecto a la temperatura. 
3.3.4.5. Calorimetría diferencial de barrido 
Con  la  calorimetría  diferencial  de  barrido  (DSC)  se  inyecta  calor,  a  velocidad 
constante,  a una muestra  encerrada  en una  cápsula  con  respecto  a una  referencia.  Se 
registra el calor agregado a la muestra o a la referencia para mantener ambas a la misma 
temperatura. En el  registro obtenido  se obtienen picos positivos, asociados a procesos 
exotérmicos  (normalmente  transiciones  cristalinas)  o  negativos,  asociados  a  procesos 
endotérmicos (procesos de fusión, vaporización, sublimación o desorción). 






se  miden  las  isotermas  de  adsorción‐desorción  de  nitrógeno  (N2)  a  la  temperatura 
constante de 77,35˚K (‐196˚C) y se somete a la muestra a distintas presiones para calcular 
el grado de ocupación de los poros por parte del N2. Se recortaron pequeños fragmentos 
de  cada  material  y  se  sometieron  durante  20  horas  a  su  desgasificación  en  un 
desgasificador Smart Prep (Micromeritics) para eliminar los gases que pudiera haber en 
los poros. 
La  porosimetría  se  realizó  en  un  equipo  volumétrico  de  adsorción  TriStar  3000 
(Micromeritics),  obteniéndose  las  isotermas  de  adsorción‐desorción  de  N2.  Estas 













Donde  v  es  el  volumen  de  gas  adsorbido  (cm3/g)  a  la  presión  p;  p  es  la  presión 
parcial del N2  (Pa); p0  es  la presión de  saturación  (Pa) a  la Tª de  la  isoterma; vm  es  el 
volumen de gas en condiciones normales de Tª y presión (CNTP) requerido para formar 










Donde  s  es  el  área  transversal  de  cada  molécula  de  N2;  N  es  el  número  de 
Avogadro; W es  la masa de  la muestra; y v0 es el volumen de un mol de gas  ideal en 
CNTP.  
3.3.4.7. Porosimetría por intrusión de mercurio 
La  técnica  de  intrusión  de  mercurio  permite  caracterizar  la  porosidad  de  un 
material  aplicando  a  éste varios niveles de presión  a  la muestra  inmersa  en mercurio 
(Hg).  La  presión  requerida  para  introducir  el  Hg  en  los  poros  del  material  es 
inversamente proporcional al tamaño de los mismos. 
Esta  técnica  se  utilizó  únicamente  para  detección  de  macroporos,  realizando 
porosimetría de Hg a baja presión en un Autopore  II 9215  (Micromeritics). Se  recogió 










con  los  objetivos  de  la  investigación  y  el máximo  bienestar  posible  de  los  animales, 
según  la  directiva  de  la  Unión  Europea  86/609/CEE  del  Consejo  Europeo,  de  24  de 
noviembre de 1986.  
Todos  los  animales  utilizados  en  este  estudio  fueron  manipulados  con 
procedimientos  sujetos  a  las  normas  del  comité  de  ética  del  Instituto  Cajal  y  a  la 
normativa dictada en el REAL DECRETO 1201/2005, de 10 de octubre, sobre protección 
de los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos y la ley 32/2007, 
de  7  de  noviembre,  para  el  cuidado  de  los  animales  en  su  explotación,  transporte, 
experimentación y sacrificio. 
3.3.5.2. Gelificación en placas de cultivo para ensayos de MTT 








Porcentaje en peso 
de quitosano 
(segmento de barra 
blanco), gelatina 
(segmento de barra 
negro) y poli-l-
lisina (segmento de 
barra a cuadros) en 
las distintas 













quitosano  se  indujo  la  gelificación  añadiendo  una  solución  acuosa  de  NaOH  al  1% 
durante  4  horas. A  continuación  se  eliminaron  los  restos  de NaOH mediante  varios 
lavados con agua mili‐Q, hasta que el sustrato estuvo neutro. Por último,  los pozos de 
plástico + PLL se  incubaron, durante 1 hora a 37˚C con una solución acuosa de PLL a 
10μg/ml,  lavando varias veces  con agua mili‐Q para  eliminar  los  restos no adheridos. 
Los pozos sin biomaterial añadido se consideraron controles positivos. 
Finalmente se añadió a todos los pozos 150μl de una solución desinfectante formada 
por  tampón  fosfato  salino  (PBS)  +  penicilina/estreptomicina  (Sigma,  P0781;  St.  Louis, 
Missouri  USA)  +  gentamicina  (Schering‐Ploug,  763706;  Madrid)  a  40μg/ml  + 




Se  prepararon  las  mismas  superficies  de  cultivo  que  las  indicadas  en  el  punto 


















(CSIC),  siguiendo  un  protocolo  similar  al  descrito  previamente  por Graciela Gudiño 
(Gudino‐Cabrera  and  Nieto‐Sampedro,  1996).  Los  animales  se  sacrificaron  por 
sobredosis de CO2  en  cámara  estanca. A  continuación  se  extrajeron  las  cabezas de  los 










Alemania).  La  digestión  se  ayudó  sometiendo  el  tejido  a  disgregación  mecánica 
mediante  pases  sucesivos  a  través  de  una  pipeta  Pasteur  siliconizada  con  Sigmacote 
(Sigma, SL‐2; St. Louis, Missouri USA). Las enzimas se inhibieron añadiendo medio de 
cultivo con suero constituido por DMEM  (Gibco, 31053‐028; Paisley UK) y DMEM/F12 
(Gibco, 11039‐021; Paisley UK) mezclados 1:1  (v:v) y  suplementado  con 10% de  suero 
fetal bovino  (Linus S01805, Madrid) y  los antibióticos Penicilina/Streptomicina  (Sigma, 










procedió  a  hacer  5  conjuntos  celulares  diferenciados,  procedentes  cada  uno  de  5 
animales, y se sometieron a procesos de purificación independientes. Las monocapas de 










bolas  magnéticas  (Miltenyi  Biotec,  130‐048‐402,  Alemania)  incubando  durante  15 
minutos a 4˚C. Se  lavaron  las células dos veces con  la solución de PBS + BSA + EDTA, 
centrifugando 5 minutos a 1000rpm y se resuspendió en 500μl de esta misma solución. 
Por otro lado, se preparó el sistema de purificación magnética sujetando una columna de 












Se  utilizaron  5  ratas Wistar  postnatales  con  1  día  desde  su  nacimiento  (P1)  y  se 
siguió un protocolo  similar al descrito previamente por McCarthy  (McCarthy and de, 
1980). En cabina de flujo laminar horizontal, se  procedió a decapitar a los animales y a 
extraer sus cerebros bajo  lupa  (Nikon SMZ‐1B), situándolos en solución  fría de Hanks’ 
con Ca2+ y Mg2+ (Sigma, H6163; St. Louis, Missouri USA). Con ayuda de unas pinzas de 







(Linus  S01805; Madrid)  +  Penicilina/Streptomicina  (Sigma,  P0781;  St.  Louis, Missouri 
USA), sembrando  las células en 5 frascos de 75 cm2 de superficie previamente tratados 
con una  solución de poli‐L‐lisina  (Sigma, P6282;  St. Louis, Missouri USA)  a  10μg/ml, 
donde se incubaron en atmósfera protectora a 37˚C y 5% de CO2. El medio de cultivo de 
cambió cada 3 días. Tras 12 días en cultivo, se procedió a eliminar del cultivo otros tipos 
celulares  (astrocitos  tipo  II y microglía)  sometiendo  los  frascos a agitación constante a 
280rpm y 37˚C durante 18 horas en un agitador G24  (Enviromental  Incubator Shaker. 
New  Brunswick  Scientific  CO  INC.  Edison  N.J.).  Se  descantaron  las  células  que 
estuvieran en flotación. Las células adheridas se lavaron 3 veces con solución Hanks’ sin 
Ca2+  y Mg2+  y  se  procedió  a  despegarlas  en  PBS  +  Tripsina‐EDTA  (Sigma,  T4174;  St. 
Louis, Missouri USA),  incubando  5 minutos  a  37˚C. A  continuación  se  recogieron  las 
células  y  se  inhibió  la  enzima  añadiendo medio  de  cultivo  con  suero.  Las  células  se 











H6163;  St. Louis, Missuori USA), manteniendo  separadas  sus  camadas.  En  cabina  de 
flujo laminar, se procedió a sacar los embriones del saco vitelino, situándolos sobre una 
placa petri con PBS frío. Con ayuda de una lupa (Nikon SMZ‐1B), se procedió a extraer 
los  cerebros  y  de  ellos  se  disecaron  los  hipocampos  y  las  cortezas  de  los  embriones, 
eliminando cuidadosamente  las meninges con ayuda de unas pinzas de relojero rectas. 
El  tejido  se  cortó  en pequeños  trozos y  se pusieron  sobre  tubos  cónicos de 15 ml  con 
solución Hanks’ sin Ca2+ y Mg2+ (Sigma, H2387; St. Louis, Missouri USA) suplementada 
con  0.02%  de  EDTA  (Merck,  1.08418;  Darmstadt,  Alemania),  donde  se  dejaron 
incubando en un baño a 37˚C durante 30 minutos. A continuación se disgregó el tejido 
mecánicamente con ayuda de pipetas Pasteur siliconizadas con Sigmacote (Sigma, SL‐2; 




células  y  se  volvió  a  centrifugar  hasta  dejarlas  a  una  densidad  de  4  ×  105  células/ml 




eliminando  el  medio  y  añadiendo  una  solución  de  tampón  fosfato‐salino  (PBS)  + 




centrifugar y  las  células de GEBO  se  resuspendieron a  razón de 1 × 105  células/ml  en 
medio DMEM  (Gibco, 31053‐028; Paisley UK) + DMEM/F12  (Gibco, 11039‐021; Paisley 
UK)  en  proporción  1:1  (v:v)  +  10%  de  suero  fetal  bovino  [SFB]  (Linus,  S01805)  + 
 68
MATERIALY MÉTODOS 









Se  incubaron  las  placas  en  atmósfera  protectora  a  37˚C  y  5%  de  CO2,  cambiando  el 
medio a los 7 días. Los ensayos de proliferación se realizaron a los días 1, 4, 7 y 14 de su 
cultivo,  para  lo  cual  se  procedió  a  retirar  el  medio  de  cultivo  de  cada  pozo  y  se 
añadieron  100μl  de  medio  fresco  suplementado  con  MTT  [bromuro  de  3‐(4,5‐




HCl  (Merck,  1.00319;Darmstadt, Alemania)  10mM.  Las  placas  se  dejaron  durante  18 
horas a 37˚C, para disolver  los cristales de  formazán  formados, y  finalmente se  leyó  la 
absorbancia a 595nm en un lector de placas Multiskan Ascent (Thermo, cat nº 51118300). 
3.3.5.8. Estudios inmunocitoquímicos de los cultivos primarios 














Paisley  UK)  al  10%  +  Tritón  X‐100  (Sigma,  X‐100;  St.  Louis, Missouri  USA)  al  0.2% 









M0725;  Glostrup,  Alemania).  Marcadores  utilizados  para  identificar 
astrocitos.  
? Anti neurofilamentos de los distintos pesos moleculares: alto (200‐210 KDa, 
NF‐H),  medio  (150  KDa,  NF‐M)  y  bajo  (68‐70  KDa,  NF‐L)  (policlonal; 
Affiniti, NA1297;  Exeter, UK)  +  anti  proteína  β‐III‐tubulina  (monoclonal; 
Chemicón, CBL‐412;  Temecula CA). Marcadores  utilizados  en  los  cultivos 
neuronales como marcadores característicos de estas células.  
Se incubaron durante toda la noche a 4˚C y la fracción no unida se retira haciendo 3 









PBS y se dejaron con 500μl de PBS. Se  tomaron  imágenes en un microscopio  invertido 
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MATERIALY MÉTODOS 
Leica  DMI6000B  acoplado  a  una  cámara  Leica  DFC350FX  con  objetivos  de  10  y  40 
aumentos.  
3.3.5.9. Estudio de las células por microscopía electrónica de barrido 
Para  los  estudios  por  microscopía  electrónica  de  barrido  (SEM),  se  utilizaron 
únicamente  astrocitos  y  células  de  GEBO  a  la  misma  densidad  que  la  indicada 













Point  Desecator  cpd7501  (Quorum  Technologies).  Al  finalizar,  las  muestras  se 
sometieron a un proceso de metalización con oro puro en un metalizador Sputter Coater 













cervical.  El  embrión  se  sujetó  por  sus  extremidades  sobre  una  placa  con  silicona, 
situando el abdomen hacia arriba. Se abrió el embrión y se limpió de vísceras hasta que 
se dejó la columna vertebral limpia. Ayudándonos de unas pinzas de relojero curvas se 
cortaron  las  vértebras  desde  la  parte  más  rostral  a  la  caudal  del  embrión,  dejando 
expuesta la médula sin romper las meninges. Procurando coger la dura y la médula a la 
altura del bulbo  raquídeo,  se  tiró verticalmente mientras  se  sostiene abajo  la  columna 
con unas pinzas. Las médulas con los GRD se pasaron a una placa con Hanks’ con Ca2+ y 
Mg2+ en hielo. Con ayuda de unas pinzas  rectas, se  fueron separando cada uno de  los 
ganglios  que  se  pusieron  sobre  una  placa  con medio  de  cultivo  a  4˚C.  El medio  de 
cultivo  empleado  fue Neurobasal  (Gibco,  12348; Paisley UK)  + B27  (Gibco,  17504‐044; 
Paisley  UK)  +  Glutamax  (Gibco,  35050‐038;  Paisley  UK)  +  Penicilina/Streptomicina 
(Sigma,  P0781;  St.  Louis, Missouri USA).  Se  seleccionaron  para  los  cultivos  aquellos 
ganglios que tuvieron el tamaño más homogéneo y que no flotaran sobre la placa.  
Análisis de la extensión neurítica 
Previamente a  la colocación de  los GRD sobre  los sustratos, se añadieron 400μl de 
medio de cultivo (Neurobasal + B27 + Glutamax + P/S) a cada pozo y se atemperaron a 
37˚C en un  incubador. A continuación,  los GRD se cogieron con una pipeta en 10μl de 












Figura 13: Metodología para el cálculo del área 
de extensión neurítca de ganglios de la raíz 
dorsal. Se muestran dos ejemplos de las neuritas 
de un ganglio en quitosano + gelatina (A) y en 
plástico + PLL (B) tras 24 horas y el trazado 











de  3mm  de  diámetro    se 
guardaron en la solución ella 
un mínimo de 24 horas 




Figura 14: Puente construido con la mezcla de quitosano + gelatina 











solución  de  colorante  a  10mM  (concentración  final  a  10μM).  Se  incubó  durante  15 
minutos  y  se  centrifugó  a  1000rpm  durante  5 minutos.  Se  resuspendieron  en medio 
DMEM (Gibco, 31053‐028; Paisley UK) + DMEM/F12 (Gibco, 11039‐021; Paisley UK) en 







10‐12  semanas  (250‐300g)  procedentes  del  animalario  del  Instituto  Cajal  (CSIC).  Los 
animales fueron profundamente anestesiados con pentobarbital (Euta‐Lender, Normon, 
Madrid)  a  50mg/kg  +  clorhidrato  de  xilacina  (Rompún  [Bayer],  01263620;  Kiel, 
Alemania) a 3mg/kg y atropina (Braun; Rubí, Barcelona) a 10μg/kg, aplicándoles en los 
ojos pomada ótico‐oftálmica (Farma‐Sierra, 759191.7; Madrid). A continuación se rasuró 
el  dorso  del  animal  y  se  limpió  con  solución  de  povidona  iodada  (Betadine,  Viatris 
Manufacturing; Burdeos, Francia), practicando una  incisión en  la  línea media de unos 
5cm de longitud con un bisturí nº11 (Braun, BB511; Tuttlingen, Alemania) que abarcase, 
aproximadamente, de T5  a L1.  Se  cortó  el  tejido  conjuntivo  y  se  separaron  las  capas 
musculares realizando una disección roma bilateral a las apófisis espinosas hasta llegar a 
la columna vertebral y se retrajeron los músculos con un retractor quirúrgico. Se limpió 
con una  gubia  el músculo  la  superficie de  las  vértebras T7, T8  y T9, y  se procedió  a 
realizar una  laminectomía en  la vértebra T8 con ayuda de  la gubia, cortando el hueso 




T9. A  continuación, ayudado de una  lupa quirúrgica  (Zeiss, OPMI 1‐FC),  se hizo una 
ventana en la dura, dejando expuesto el segmento medular T9 y se añadieron unas gotas 
de solución de clorhidrato de tetracaína (1mg/ml) y oxibuprocaína (4mg/ml) (Alon‐Cusí, 




y  estériles  para  después  colocar  pequeños  fragmentos  de  esponjas  de  gelatina 
hemostáticas  absorbibles  (Espongostán,  Altana  Pharma,  324442)  hasta  que  cesó  el 
sangrado. Una  vez  que  la  cavidad  estuvo  limpia,  se midió  el hueco de  lesión dejado 
entre los muñones (en todos los casos en torno a unos 4‐5mm de longitud) y se procedió 
a  colocar  los  puentes  recortados  con  un  tamaño  acorde  a  la  cavidad  dejada, 
asegurándose  de  que  el  puente  contactaba  con  ambos  muñones.  En  este  punto  se 
procedió  a  realizar  el  transplante  de  células  de  GEBO  en  uno  de  los  grupos 
experimentales.  Para  ello,  se  procedió  a  inyectar  en  el  tejido  medular  1  ×  105 
células/muñón.  Las  inyecciones  se  realizaron  en  medio  de  cultivo  sin  suero 
(DMEM/DMEM‐F12) con 1 × 105 células/μl. Se cargaron 5μl de medio + células en una 

















Durante  los primeros  5 días  tras  la  cirugía  se aplicaron  cuidados postoperatorios que 
consistieron  en  la  rehidratación de  los  animales mediante  la  inyección  subcutánea de 
5ml  de  suero  salino  fisiológico  glucosado  (Grifols,  330107;  Barcelona),  inyección 
subcutánea  del  antibiótico  enrofloxacina  (Baytril,  Bayer,  01169225;  Kiel,  Alemania)  a 
5mg/kg e inyección intraperitoneal del analgésico y anti‐inflamatorio ketorolaco (Droal, 
Laboratorios  VITA  880963)  a  300μg/kg.  Se  facilitó  la  micción  de  los  animales 
exprimiendo las vejigas dos veces al día hasta la recuperación del reflejo urinario.  
3.3.6.4. Trazado anterógrado del tracto corticoespinal 





Figura 15: Cirugía de los tres grupos experimentales: 1) control, 2) Puente y 3) Puente + Transplante.
Se ilustran los pasos dados en la cirugía: Laminectomía para exponer la médula; Transección para eliminar
el segmento medular T9; recorte de un puente a ajustado al hueco de lesión; Implante del puente en el
espacio de lesión; Transplante de células de GEBO en el grupo experimental que recibió células.  
La  cabeza  de  los  animales  se  sujetó  firmemente  por  vía  auditiva  en  un  aparato 
estereotáxico (Stoelting, 51600), y se limpió la zona a intervenir con povidona iodada. Un 




expuesta  las  cortezas motoras  primaria  y  secundaria  derecha.  Se  inyectó  el  trazador 
Biotina‐Dextrano‐Amina  (BDA)  al  10%  en  PB  0.1M  (MW=10.000;  Molecular  Probes, 






Neafsey  (Neafsey  et  al.,  1986).  Finalmente  se  suturó  el  tejido  conjuntivo  con  sutura 
absorbible de ácido poliglicólico (Surgicryl, SMI‐AG, 1115‐1519; Hünningen, Alemania) 
y la piel del cráneo se suturó con hilo de seda de 3/0 (Lorca‐Marin, 55159). 




Las  pruebas  de  BBB  se  llevaron  a  cabo  de  acuerdo  con  el  protocolo  descrito 
previamente (Basso et al., 1995). Esta escala, diseñada para un modelo de lesión medular 
por  contusión,  subdivide  el  proceso  de  recuperación  funcional  de  los  miembros 
posteriores en 21 categorías, repartidas en tres fases: temprana (puntuación de 0‐7), media 
(8‐13) y  tardía  (14‐21). En  este  estudio  se adaptó  la  escala BBB al modelo utilizado de 
transección medular. Brevemente, el procedimiento consistió en entrenar a los animales 
durante 10 días en un campo abierto de diámetro 90cm y altura de pared de 18 cm. Una 
vez realizada  la cirugía, se examinó  la movilidad de  los miembros posteriores de cada 
animal en el campo abierto, en intervalos de 7 días hasta el día 56 postlesión, grabando 
los  movimientos  durante  4  minutos  con  una  cámara  JVC  DVX4.  En  cada  sesión  se 






Figura 16: Hoja de toma de datos para los estudios de evaluación locomotora en campo abierto según
la escala BBB. La hoja de toma de datos se subdivide en tres regiones: izquierda, donde se anotan los
movimientos correspondientes a la fase temprana de recuperación; media, donde se anotan los de la fase













(MaterFlex,  7518‐00)  con  un  flujo  constante  de  20  ml/min.  Se  garantizó  el  flujo  de 
soluciones  cortando  la  aurícula derecha del  corazón  y  se procedió  a  la  perfusión del 
animal,  en  primer  lugar,  con  100ml  de  una  solución  salina  fisiológica  al  0,9% 
heparinizada con 500 U.I. de heparina  (Rovi al 5%; Madrid) y a continuación con una 











espátula mientras que  se  fueron  cortando  las  raíces dorsales  con unas microtijeras. Se 
lavaron con PBS y se protegieron de la congelación mediante su inmersión, durante 5‐7 
días, en una solución de sacarosa al 30% en  tampón  fosfato 0.1M a 4˚C. Finalmente el 
tejido se cubrió con medio de  inclusión O.C.T.  (Tissue‐Tek, 4583) y se congeló a  ‐20˚C 
para  formar  bloques  destinados  a  ser  cortados  en  un  criostato  (Leica,  CM1900).  Las 
médulas  se  colocaron  de  modo  que  se  obtuviesen  cortes  horizontales  de  20μm  de 
espesor,  recogiéndose  series,  en  unos  casos,  sobre  portas  previamente  gelatinizados 
(Gelatina Merck,  1.04078),  y  en  otros  casos  sobre  portas  ionizados  (SuperFrost  Plus, 
VWR Internacional 631‐0108). Los cortes se conservaron a ‐20˚C hasta su utilización. 
Inmunohistoquímica y revelado de los marcadores 
Las secciones de  tejido se hidrataron mediante  inmersión de  los portas en  tampón 
fosfato‐salino  (PBS)  durante  10  minutos,  hasta  la  total  eliminación  del  medio  de 
inclusión O.C.T., realizando al menos 3 lavados. Se bloquearon las uniones inespecíficas 
incubando  los tejidos 1 hora a Tª ambiente con una solución de suero normal de cabra 
(NGS)  (Gibco,  16210‐064; Paisley UK)  al  10%  en PBS  + Tritón X100  (Sigma, X‐100;  St. 










? Anti‐  proteína  glial  fibrila  ácida,  GFAP  (Dako,  Z0334;  Glostrup,  Denmark), 
utilizado para identificar a los astrocitos del SNC y a las células de Schwann de 
fenotipo no mielinizante.  
? Anti‐  receptor  de  neurotrofinas  de  baja  afinidad,  p75  (Chemicón,  MAB365; 




UK),  empleado  para  marcar  neuritas,  sin  distinción  de  si  son  axonales  o 
dendríticas. 
? Anti‐ Neurofilamento 200 (NF200) (Sigma, N0142; St. Louis, Missouri USA) para 
marcar  la subunidad de neurofilamento de alto peso molecular  (200KDa)  tanto 
en  su  forma  fosforilada  como  desfosforilada.  Esta  proteína  se  acumula  en  los 
extremos axonales distales que se encuentran en crecimiento (Yabe et al., 2001). 





? Anti‐  glicoproteína  de  membrana  lisosomal  de  células  mieloides,  CD68 
(Serotec, MCA341R; Oxford UK),  utilizado  para marcar  células  con  actividad 
fagocítica, principalmente las del sistema monocito‐macrófago.  
? Anti‐  NG2  (Chemicon,  AB5320;  Temecula  CA),  utilizado  para  marcar 
proteoglicanos del tipo condroitín sulfato, inhibitorios de la regeneración axonal. 
Con estos anticuerpos se realizaron los siguientes marcajes dobles: 
? GFAP/NF, utilizado para  identificar  la presencia de neuritas  en  la  zona,  tanto 
dentro como fuera del tejido medular, y la cicatriz glial formada principalmente 
por los astrocitos reactivos hipertróficos. 




? p75/NF,  utilizado  para  estudiar  la  asociación  de  las  neuritas  presentes  en  los 
puentes con células que expresen el receptor p75. 
? CGRP/NF200,  utilizado  para  identificar  la  presencia  de  fibras  de  nueva 








A11001;  Leiden,  Nederlands)  para  revelar  los  marcadores  monoclonales  anti‐
GFAP, anti‐TCR y anti‐CD68.  
? Anti‐IgG  de  ratón  hecho  en  cabra  conjugado  a Alexa  594  (Molecular  Probes, 
A11005;  Leiden, Nederlands)  para  revelar  los  anticuerpos monoclonales  anti‐
GFAP, anti‐p75 y anti‐NF200. 
? Anti‐IgG de  conejo  hecho  en  cabra  conjugado  a Alexa  488  (Molecular  Probes, 
A11008;  Leiden, Nederlands)  para  visualizar  los marcadores  policlonales  anti‐
NF, anti‐CGRP y anti‐GFAP. 
? Anti‐IgG de  conejo  hecho  en  cabra  conjugado  a Alexa  594  (Molecular  Probes, 
A11012; Leiden, Nederlands) para revelar anti‐NG2. 
Se  incubaron durante 1 hora a Tª ambiente con  los anticuerpos 2ios y se procedió a 
hacer  3  lavados de  5 minutos  con PBS. Por último  se  incubaron  con una  solución de 




Se  visualizó  con  el marcaje  conjunto  contra  la  proteína  glial GFAP.  Para  ello,  se 





anti‐IgG de  ratón, hecho en  cabra conjugado a Alexa 488, mientras que el  trazador  se 
reveló incubando con streptavidina conjugada con Alexa 568 (Molecular Probes, S11226; 
Leiden,  The  Nederlands),  ambos  durante  2  horas  a  Tª  ambiente.  El  resto  del 
procedimiento fue igual que el seguido para las otras inmunohistoquímicas.  
Tinción histológica con Tricrómico de Mallory con azul de anilina 
Se  utilizó  un  kit  comercial  con  las  soluciones  de  los  distintos  reactivos  ya 
preparadas  (Bio‐Optica, 04‐021822; Milano,  Italy). Para ello, se hidrataron  las secciones 
en  agua  mili‐Q  haciendo  2  inmersiones  de  10  minutos  en  cubetas  para  portas.  A 
continuación  se pusieron  los portas  en  soportes horizontales y  se  añadieron  sobre  las 







lavó  con  agua  destilada  y  se  pusieron  10  gotas  del  reactivo  F  (solución  de  azul  de 
anilina), dejando actuar 1 minuto. Se pasó directamente al alcohol de 50˚ y se procedió a 



















grupos de comparación:  i) neuronas de corteza,  ii) neuronas de hipocampo,  iii) 
astrocitos postnatales y iv) células de GEBO, donde se analizaron las diferencias 
entre los distintos sustratos y a los 4 tiempos de estudio, mediante la aplicación 
de un ANOVA  factorial. A  continuación  se  realizó un  test post‐hoc de Tuckey 




4) Para  los  estudios  funcionales  de  BBB  se  aplicó  un  ANOVA  factorial  y 



































quitosano  al  2%,  que  suponen  la  concentración  adecuada  para  la  construcción  de 
puentes para su uso en reparación de lesiones del sistema nervioso, comparado con los 
estudios  realizados  por  diversos  autores  con  una  concentración  de  quitosano  al  1%. 
Hasta  la  fecha  se  han  publicado  trabajos  donde  la  concentración  de  partida  del 
quitosano  para  su  uso  en  cultivos  varía  desde  el  0.5%  (Huang  et  al.,  2006),  al  0.8% 






El  análisis  de  la morfología  en  el  ESEM  revela  que  ambos  geles  presentan  una 
estructura  porosa  similar  (Figura  17).  En  ambos  casos  el  quitosano  forma  paredes  a 
modo de  láminas  superpuestas  las  cuales  forman  el  espacio poroso. Estas  láminas  se 
unen entre sí a  través de pequeñas  trabéculas que se disponen  irregularmente sobre  la 
estructura  laminar  principal.  Se  puede  observar  también  la  deposición  de  pequeños 
grumos y fibrillas sobre las paredes principales del material que podrían corresponderse 

















Figura 17: Geles de quitosano al 1% y 2% en imágenes al microscopio electrónico de barrido
ambiental. Se observa una morfología similar, con paredes porosas alineadas entre las cuales se ven
depósitos del material formando trabéculas. (Arriba, barra de 200μm para el quitosano 1% y de 500μm para
el quitosano 2%. Abajo, barras de 20μm).  
      
Figura 18: Geles de
quitosano al 1%
(Q1%) y 2% (Q2%).
El gel preparado a
partir de la solución al
2% presentó una
consistencia mayor a la
del gel preparado
desde la solución de al
1%.   
RESULTADOS 
4.1.2. Ensayos de  supervivencia y proliferación de  las  líneas  celulares 
C6 y PC12 basados en MTT 
Una vez conocida  la morfología y consistencia de cada gel, se completó el estudio 
realizando  ensayos  de  supervivencia  y  proliferación  de  líneas  celulares  con  fenotipo 
glial (C6) y neuronal (PC12), sobre estas superficies tras 1 y 4 días en cultivo. 
En  las  células C6,  el  estudio  estadístico mostró que  el  tiempo de  cultivo  tuvo un 
efecto  sobre  su  actividad metabólica,  aumentando  significativamente  (F(1,36)=  977.64; 
p<0.01)  entre  los días  1  y  4 de  cultivo. En  el primer día de  cultivo  no  se  observaron 





fue  aparentemente  menor,  aunque  su  actividad  metabólica  fue  similar  al  resto, 
indicando  una  actividad metabólica/celular  superior  (Figura  19Q1‐1).  Tras  4  días  en 
cultivo se produjo un aumento significativo (p<0.01) de los valores en las tres superficies 
con  respecto  a  los  datos  del  día  1,  indicando  que  hubo  proliferación  en  todos  ellos 
(Figura 19A). En este  tiempo se observaron diferencias significativas  (p<0.01) entre  las 
tres superficies, con los valores más altos en quitosano 2% los más altos, seguidos de la 
superficie  control y por último  las de quitosano  1%. Las  superficies de quitosano  2% 
fueron  las  que mejor  promovieron  la  adhesión  y  proliferación  de  células C6,  incluso 
mejor que las superficies consideradas control positivo de crecimiento, mientras que las 
de  quitosano  1%  fueron  las menos  permisivas.  Estos  datos  se  reflejan  en  la  imagen, 
donde  se  observa  como  en  las  superficies  de  quitosano  2%  (Figura  19Q2‐4)  y  en  las 
control de plástico + PLL (Figura 19P+PLL‐4) las células llegaron a ocupar la totalidad de 









El  comportamiento de  las  células PC12,  sin  embargo,  fue  completamente distinto. En 
este caso ambas superficies de quitosano se comportaron significativamente peor que los 
controles positivos de crecimiento (plástico + PLL), indicando que el quitosano, tanto al 
1 como al 2%  inhibe  la adhesión de células PC12  (Figura 20). En este caso  también  se 




que  el  quitosano  2%  se  comportó mucho mejor  que  el  polímero  al  1%  (Figura  20A, 
asterisco rojo).  
En  base  a  estos  resultados,  concluimos  que  los  geles  construidos  a partir de una 
solución  de  quitosano  al  2%  promueven  más  y  mejor  la  adherencia  y  proliferación 




Figura 19: Ensayos de proliferación de células de línea C6 sobre superficies de quitosano al 1 y 2%.




la diferenciación de  las PC12 hacia  fenotipo neuronal, por  lo que  los aumentos de  los 
valores  de MTT  registrados  en  los  pocillos  control  se  atribuyeron  a  aumentos  en  la 




días 1 (barras blancas) y 4 (barras negras) de su cultivo (A). Se muestra un aumento significativo de la
proliferación celular entre los días 1 y 4 en todas las superficies de cultivo, además de diferencias entre las
superficies a los 4 días de cultivo, con un óptimo en el quitosano al 2%. (Representación de la media ±
error estándar de 7 replicaciones). Abajo, imágenes representativas de las células sobre los pozos en las tres
superficies de crecimiento: Plástico + PLL (P+PLL), quitosano 1% (Q1) y quitosano 2% (Q2) a los dos
tiempos de cultivo: 1 día (-1) y 4 días (-4). Se observa que tras 4 días las células C6 ocuparon la totalidad
del fondo de los pocillos en las superficies de plástico + PLL (P+PLL-4) y en las de quitosano 2% (Q2-4),
mientras que en las superficies de quitosano 1% las células no ocuparon todo el fondo aunque emitieron






4.2. MODIFICACIONES  DEL  QUITOSANO  2%  MEDIANTE  SU 





Se  sabe que  las células  se adhieren mejor a  superficies hidrofílicas, como aquellas 
con grupos hidroxilo y  carboxilo  (Curtis et al., 1983; Owens et al., 1988; Margel et al., 
1993),  y  que  las medidas  de  ángulo  de  contacto  permiten  evaluar  la  calidad  de  una 




hidrofílica  sea  la  superficie  (Grinnell  and  Feld,  1982;  van  Wachem  et  al.,  1985;  van 
Kooten et al., 1992; Altankov et al., 1996). 
En  el  presente  trabajo medimos  el  ángulo  de  contacto  de mezclas  de  quitosano‐
gelatina depositando gotas de agua mili‐Q sobre cada una de las superficies. Los datos 
obtenidos (Figura 21) indican que aunque las diferencias entre los valores de ángulo de 
contacto  de  las  distintas  superficies  no  fue  significativa,  los  valores  más  bajos  se 
observaron para las mezclas con una relación en peso de quitosano/gelatina de 0.4 (73.6˚ 
± 2.2) y 0.6 (71.5˚ ± 8), indicando que estas dos superficies son las más hidrofílicas y, por 




Figura 20: Ensayos de proliferación de células de línea PC12 sobre superficies de quitosano al 1 y
2%. El análisis se realizó estudiando la transformación de MTT sobre las dos superficies comparadas con
un control de plástico + PLL, a los días 1 (barras blancas) y 4 (barras negras) de su cultivo (A). Hubo
diferencias significativas a los dos tiempos entre los controles y las dos superficies de quitosano (asteriscos
negros). Alternativamente, se realizó una comparación estadística entre los datos de las dos superficies de
quitosano, donde se observaron diferencias significativas entre las dos superficies de quitosano siendo el
óptimo al 2% (asterisco rojo). (Representación de la media ± error estándar de 7 replicaciones). Abajo,
imágenes representativas del crecimiento de las células PC12 sobre las superficies de plástico + PLL
(P+PLL), quitosano 1% (Q1) y quitosano 2% (Q2) a los días 1 (-1) y 4 (-4) de su cultivo. Se puede observar
como la densidad celular sobre las superficies control es mayor que sobre las superficies de quitosano, lo




Figura 21: Medida del grado
de humectación de las mezclas
de quitosano + gelatina. Se
midió el ángulo de contacto en
las superficies de las mezclas de
quitosano con gelatina a distintas
proporciones en peso. Se observa
una tendencia a que los ángulos
de contacto inferiores
(superficies más hidrofílicas)
correspondieron a las superficies
con una relación en peso de
gelatina de 0.4 y 0.6.
(Representación de la media ±
error estándar; n=3). 
 
4.2.2. Estudios  de  diferenciación  sobre  superficies  de  quitosano  + 
gelatina 
En  esta  parte  del  trabajo  hemos  comprobado  el  efecto  del  aumento  de  la 
concentración  de  gelatina  al  mezclarla  con  quitosano  en  proporciones  publicadas 
previamente  para  concentraciones  de  quitosano  del  1%  (Cheng  et  al.,  2003b).  Las 
relaciones en peso de gelatina  fueron  los mismos que  los publicados:  rg=0  (quitosano), 
0.2,  0.4,  0.6,  0.8  y  1  (gelatina),  utilizando  como  control  positivo  pocillos  sin material 
 en estas superficies células 
na  NGF,  y  evaluamos  dos 








de  línea  PC12  expuestas  a  la  acción  de  la  neurotrofi










Figura 22: Diferenciación de células PC12 sobre las mezclas de quitosano + gelatina. Se midió el
porcentaje de células PC12 que emitieron neuritas a 1 (barras blancas) y 6 (barras negras) días de su cultivo
sobre las distintas superficies a las relaciones en peso de gelatina de: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1, tomando como
control a superficies de pocillos recubiertas con una solución de PLL a 10μg/ml. A 1 día del cultivo el
porcentaje mayor de células con neuritas se encontró en los controles y en la rg= 0.2, que mostró diferencias
significativas con todas las superficies excepto con los controles (asterisco). A los 6 días se mantuvo el
porcentaje mayor en los controles, con valores similares a los de rg=1, mientras que el resto de mezclas
presentó valores similares. Los valores numéricos más altos se observaron en la mezcla con un rg= 0.4,
indicando que esta fue la mezcla óptima para modificar el quitosano (Representación de la media ± error




hasta  situarse  en  valores  cercanos  a  los  del  resto  de  sustratos,  o  incluso  ligeramente 
inferiores. En las superficies de gelatina (rg=1) no se detectaron células con neuritas 1 día 
después  de  su  cultivo,  aunque  se  pasó  al  36%  de  células  con  neuritas  a  los  6  días, 













Figura 23: Células PC12 creciendo sobre superficies de quitosano + gelatina. Imágenes del aspecto de
las células creciendo tras 6 días de su cultivo expuestas a NGF en cada mezcla. Se observa la ausencia de
neuritas en las superficies de quitosano 2%, con células redondeadas y en flotación. En el resto de






6  de  cultivo,  aunque  las  diferencias  no  fueron  significativas.  Entre  las  distintas 
superficies,  las  diferencias  más  notables  se  encontraron  entre  los  valores  de  las 
superficies  control  (plástico + PLL) y  el  resto de  superficies a  los dos  tiempos,  siendo 
 96
RESULTADOS 
estas  diferencias  significativas  (p<0.01)  con  respecto  a  todos  ellos.  En  el  resto  de 
superficies, las 4 mezclas de quitosano‐gelatina presentaron un comportamiento similar 
(Figura  24),  sin  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  ellas.  Los 
comportamientos observados en el quitosano 2%, donde la longitud de neuritas a los 6 
días  fue prácticamente  indetectable, mostrando que es una  superficie  inhibitoria de  la 
elongación  neurítica,  y  en  la  gelatina, donde  se  pasó de  una  longitud de  0μm  a una 
media de 51,2±15,5μm, indicando que es una superficie promotora de la neuritogénesis, 
fueron excepcionales. Sin embargo, si se tienen en cuenta los datos numéricos, a 1 día de 
cultivo  la mezcla  con un  rg=  0.2  fue, nuevamente,  la que mejor  se  comportó,  con una 
longitud  de  93.7±8.9μm,  mientras  que  a  los  6  días  la  longitud  neurítica  mayor  se 
correspondió  con  la  mezcla  con  rg=  0.4,  con  una  longitud  de  70.5±8μm.  Por  tanto, 
consideramos que la mezcla con un rg= 0.4 presentó un comportamiento óptimo. 
 
Figura 24: Longitud neurítica relativa de células PC12 sobre las superficies de quitosano + gelatina.
Se tomaron como controles a pocillos recubiertos de PLL. Células creciendo a 1 (barras blancas) y 6
(barras negras) días de su cultivo. Los óptimos de crecimiento se observaron en los controles, con valores
estadísticamente superiores a las demás superficies. El resto de superficies se mantuvo en rangos similares,
aunque fue la mezcla con una relación de gelatina de 0.4 la que dio lugar a la longitud neurítica mayor.
(Representación de la media ± error estándar de 4 replicaciones).  
Estos resultados reflejan que todas  las mezclas de quitosano + gelatina son bioactivas, es 





cae drásticamente  con  el  paso del  tiempo  en  las  superficies de  quitosano  2%  y  en  la 
mezcla rg= 0.2, mientras que se mantiene en el resto de mezclas a medida que aumenta el 
porcentaje de gelatina. Sin embargo,  los valores numéricos más altos, y, por  tanto,  los 
óptimos de  todas  las mezclas,  se  encontraron  sobre  las  superficies  con un  rg=  0.4, de 
modo  que  se  consideró  a  esta  mezcla  como  la  idónea  para  ser  utilizada  en  la 
modificación  del  quitosano  con  la  gelatina.  Estos  datos  contrastan  con  lo  publicado 
previamente  para  soluciones  de  quitosano  al  1%,  donde  el  sustrato  de  crecimiento 
óptimo correspondió a la mezcla con un rg= 0.6. 
4.2.3. Estudios de adhesión a superficies de quitosano + poli‐L‐lisina 
Como  en  el  caso de  la  gelatina,  iniciamos  el  trabajo  replicando  los  experimentos 
publicados  previamente  (Mingyu  et  al.,  2004)  para  estudiar  la  dependencia  de  la 
concentración de  quitosano  cuando  éste  se  asocia  a moléculas pro‐adhesivas de PLL. 





de  0.01,  0.02  y  0.03,  sin  diferencias  significativas  entre  ellos  (Figura  25).  Cuando  se 
compararon  los  datos  con  sus  réplicas  en  medio  sin  suero,  el  número  de  células 













Figura 25: Adhesión de células PC12 sobre las mezclas del quitosano + PLL. Las mezclas se
compararon con superficies de colágeno como control positivo. Se representa el número de células
adheridas tras 4 horas del cultivo celular en medio con suero (barras negras) o sin suero (barras blancas).
No se observaron diferencias significativas entre ellos, aunque se observó que la adición de suero al medio
mejoró la adhesión. (Representación de la media ± error estándar, con n=4 para quitosano 2% y colágeno;
n=3 para PL-0.5, PL-1, PL-2 y PL-3).   
Estos  datos  sugieren  que  las mezclas  de  quitosano  +  PLL  presentan  propiedades 
similares de adhesión  celular  cuando  la  solución de quitosano de partida  es al 2% de 
concentración y que, además el aumento progresivo de  la cantidad de PLL a  la mezcla 






los  estudios  sobre  las  superficies  de  quitosano  +  gelatina.  Estos  experimentos 







los distintos  sustratos y  tiempos  (Figura  26). El  análisis  estadístico mostró diferencias 









Por  tanto,  de  entre  las  4 mezclas  ensayadas  de  quitosano  +  PLL,  aquellas  con menor 
proporción de PLL (PL‐0.5 y PL‐1) fueron  las más promotoras de  la neuritogénesis. En 
Figura 26: Diferenciación de células PC12 sobre superficies de quitosano + PLL. Se compararon las
distintas mezclas con superficies de colágeno como control positivo. Representación del porcentaje a los
días 1 (barras blancas), 3 (barras con cuadrados) y 5 (barras negras) de su cultivo. Se observó disminución
en la diferenciación a los 3 días en todos los sustratos exceptuando el control. Tras 5 días, se produjo una
ligera recuperación del porcentaje en el quitosano 2%, en PL-1 (rpll= 0.01) y PL-3 (rpll= 0.03), siendo estas
mezclas las únicas que inducen la emisión de neuritas a largo plazo. De las dos, los valores numéricos
mayores corresponden a PL-1, que resultó ser la óptima con un porcentaje del 40.8±3%. (Representación
de la media ± error estándar, con n= 4 para quitosano 2%, PL-0.5, PL-1 y colágeno; n=3 para PL-2 y PL-3)
RESULTADOS 
ambos  casos  el  porcentaje  de  diferenciación  cayó  entre  el  día  1  y  el  3,  pasando  de 
66.2±13.5 % a 51.5±6,7% para PL‐0.5 y de 63.8±6.3% a 30.9±3.5% para PL‐1. Sin embargo, 
únicamente PL‐1  recuperó  los  valores  a  largo  plazo, pasando  a  40.8±3%  a  los  5 días, 
mientras que PL‐0.5 continuó cayendo desde ese porcentaje (45.6±2%). Aunque no hubo 
diferencias significativas entre los valores a los 5 días, ni entre ellos ni con el control, la 
tendencia  a  mejorar  con  el  tiempo  observada  en  PL‐1,  hace  de  ésta  mezcla  la  más 
adecuada entre todas las ensayadas.  
 
Figura 27: Longitud neurítica relativa de las células PC12 sobre superficies de quitosano + PLL. Se
compararon con superficies de colágeno como control positivo, a los días 1, 3 y 5 de su cultivo. Se observó
la elongación neurítica más alta en el colágeno, siendo significativamente distinta al resto de sustratos a los
días 1 y 3. En el resto de superficies la longitud neurítica fue similar entre los 3 tiempos, con valores que no
superaron las 20μm en ninguno de ellos. (Representación de la media ± error estándar, con n= 4 para
quitosano 2%, PL-0.5, PL-1 y colágeno; n=3 para PL-2 y PL-3).  
Las  diferencias  de  longitud  relativa  de  las  neuritas  (Figura  27), muestra  que  la 
asociación de quitosano + PLL conduce a una variabilidad de los valores mucho menor, 
sugiriendo que  todas  las mezclas promueven de  forma similar  la elongación neurítica. 
Como  era  de  esperar,  el  sustrato  control  (colágeno)  presentó  los  valores más  altos  a 








2.2  y  las  9.8  ±  0.6μm.  A  diferencia  de  lo  publicado  previamente  con  soluciones  de 
quitosano al 1%  (Mingyu et al., 2004), en nuestro caso el aumento en  la proporción de 
PLL  en  la mezcla no  causó un  aumento progresivo  en  la  longitud de  las neuritas, ni 
promovió elongaciones como las descritas previamente, donde tras 5 días se superaban 
siempre  las 30μm,  llegando  incluso a  las 70μm en  la mezcla PL‐3. Estos datos  indican 
que el aumento en la concentración de quitosano bloquea considerablemente la emisión 
y  extensión  neurítica  de  células  de  línea  PC12  tratadas  con  NGF.  Una  imagen 




Figura 28: Cultivo de células PC12 en las superficies de quitosano + PLL tras 5 días. El cultivo se
realizó sobre las distintas mezclas comparando con superficies de colágeno como control. La mayor
longitud neurítica se observó en el colágeno, mientras que en el resto de superficies el estado de las células
fue similar. (Barras: 50μm).  
Teniendo  en  cuenta  que  la  longitud  de  las  neuritas  fue  similar  en  todas  las 
superficies, pero que el porcentaje de diferenciación más alto a largo plazo se dio en PL‐
1,  que  fue  el  único  sustrato  que  indujo  aumento  de  este  porcentaje  tras  la  caída 
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registrada al 3er día de  cultivo,  se  eligió  la  relación  en peso de quitosano/PLL de 0.01 
como  la  óptima  para  modificar  los  geles  de  quitosano  preparados  a  partir  de  una 
solución al 2%.  




se  produce  una  variación  en  el  comportamiento  de  las  células  cultivadas  sobre  su 
superficie, indicando la necesidad de realizar estudios in vitro previos para evaluar geles 
en  los  cuales  la  concentración  de  los  compuestos  de  partida  hayan  variado.  En  este 
estudio, una vez  realizadas  estas  comprobaciones, determinamos que  los  sustratos de 
elección para su uso en reparación nerviosa son mezclas de quitosano + gelatina con un rg= 












de  sus  asociaciones  con  gelatina  y  PLL mostraron morfologías  similares  (Figura  29), 
consistentes en unas estructuras porosas dispuestas radialmente, con distinto grado de 
compactación. En el quitosano 2%  se encontraron poros de diámetro  interior medio de 






poros  se  observaron  depósitos  fibrosos  pequeños,  formando  mallas  musgosas  que, 
probablemente, se corresponden con distintos componentes del quitosano, como trazas 
de quitina. La mezcla de quitosano + gelatina formó una estructura mucho más compacta, 
en  la que el diámetro  interno medio de  los poros, de 18,3±1,3μm, es significativamente 
menor (p<0.01) que el encontrado en el quitosano solo, o sea se redujo en prácticamente 
5  veces.  La  disposición  de  los  poros  conservó  la  estructura  radial  observada  para  el 
quitosano, aunque se observó la existencia de una malla fibrosa entre las paredes de los 
poros  que  mantiene  a  éstos  fuertemente  unidos,  confiriendo  consistencia  extra  al 
material  y  hace  disminuir  el  tamaño  del  poro.  Estas  fibras  se  corresponden, 
probablemente,  con  la  gelatina  que  aparece  fuertemente  adherida  a  las  paredes  del 
quitosano, dando mayor rigidez a  la estructura. La mezcla de quitosano + PLL presentó 









material  formaron unos poros  con morfología poligonal,  sobre  las  cuales no  apareció 
ningún tipo de fibra ni depósito de otros componentes. Esta homogeneidad hace pensar 
que  la  mezcla  de  los  tres  materiales  indujo  interacciones  químicas  entre  los  tres 
compuestos dando lugar a una entidad con estructura propia. Cabe resaltar que en este 
caso  el  diámetro  interno  medio  de  los  poros  aumentó  considerablemente  hasta  las 
121,6±8,4μm,  lo  que  hace  de  esta  mezcla  el  material  más  poroso  aunque  con  una 
estructura interna rígida, mostrada por la regularidad en las paredes de sus poros. 





Figura 29: Quitosano y sus mezclas con gelatina y poli-L-lisina al microscopio electrónico de barrido
ambiental. Las imágenes muestran cortes transversales de bloques de los geles liofilizados a 200X
(izquierda) o a 800X (derecha). La morfología fue similar aunque difirió el grado de compactación. En el
quitosano 2% se apreciaron depósitos de otros materiales sobre las paredes principales de los poros; en la
mezcla quitosano + gelatina aparecieron depósitos a modo de mallas musgosas, presentando la estructura
más compacta; el quitosano + PLL presentó un aspecto similar al quitosano 2%, mientras que la mezcla de
los tres componentes dio lugar a una estructura mucho más regular y sin depósitos en sus paredes. En el
gráfico se representa una estimación del diámetro de los poros, medido con ayuda del software ImageJ
v1.39q. En él se observa que la mezcla de quitosano + gelatina tuvo el menor tamaño de poro, mientras
que la mezcla de los 3 compuestos dio lugar a los poros de mayor tamaño. (Barras: 100μm en las imágenes







Comentamos anteriormente que  el  ángulo de  contacto define  el grado de  tensión 
superficial  que  presenta  un  material,  lo  que  está  relacionado  con  el  grado  de 
hidrofobicidad  o  hidrofilicidad.  También  comentamos  que  las  superficies  más 
hidrofílicas, con ángulos de contacto  inferiores a 65˚,  favorecen  la adhesión celular. En 
este caso, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las medidas 
de ángulo de contacto entre  las distintas superficies  (Figura 30),  ellas 
ángulos similares. La superficie con mayor ángulo de contacto, y, más 
hidrofóbica, fue la de quitosano 2% (83±2˚) lo que indica que es la   
presentará.  Del  resto  de  superficies,  tanto  la  gelatina  1.3%  del 
quitosano  con  gelatina,  PLL  o  ambas  a  la  vez, mostraron  ángulos muy 
similares,  en  torno a  los 75˚,  indicando que  todas  ellas presenta idad 
similar. Sin embargo, y puesto que los ángulos de contacto más bajos vos, 
la  tendencia  es  a que  la mezcla de  quitosano  +  gelatina,  con un  de 

































Cabe  destacar  nuevamente  las  diferencias  observadas  con  respecto  publicaciones 
previas para las mezclas realizadas a partir de una solución de quitosano al 1%, donde 
los ángulos de contacto fueron menores (Cheng et al., 2003b; Mingyu et al., 2004). Esto 




Figura 31: Interferogramas de absorción en el infrarrojo (FTIR) de las mezclas de quitosano con
gelatina y PLL. Existen dos regiones características: i) vibración entre 800-1200cm-1, típica de los enlaces
de la estructura en anillo del azúcar; ii) vibración por encima de 3000cm-1, característica de los enlaces -OH




Esta  técnica  se  utilizó  para  identificar  los  grupos  funcionales  (tipos  de  enlaces 
químicos)  característicos  de  cada molécula.  Cuando  los  átomos  que  constituyen  una 
molécula  se  irradian  con  un  haz  de  luz  infrarroja,  se  perturban  las  vibraciones 
moleculares,  al  absorber  las  moléculas  la  energía  infrarroja  a  longitudes  de  onda 
características de cada tipo de enlace químico. Hay dos tipos de vibraciones moleculares: 
de  tensión o alargamiento y de deformación o  flexión. Cada enlace químico absorbe 
energía  en  regiones  del  espectro  infrarrojo  correspondientes  a  los  dos  tipos  de 
vibraciones  que  puede  experimentar  ese  enlace,  lo  que  permite  construir  tablas  que 
relacionan los picos de absorción en las distintas frecuencias del infrarrojo, en cm‐1, con 
cada tipo concreto de enlace químico (Figura 11). 
En  este  trabajo  realizamos  un  estudio  por  espectrofotometría  infrarroja  por 
transformada  de  Fourier  (FTIR)  del  quitosano  2%,  gelatina  1.3%,  quitosano  +  gelatina, 
quitosano + PLL y quitosano + gelatina + PLL, en su forma liofilizada. A partir del material 
molturado, obtuvimos  los  interferogramas de absorción en el  infrarrojo,  representados 
como el inverso de la absorbancia o porcentaje de transmitancia de luz (Figura 31). Los 
picos  de  absorción  de  cada muestra  se  corresponden  con  unos  enlaces  químicos  de 




y amino  (‐NH)  libres de  las moléculas de quitosano  (Prashanth KV   et al., 2002; bdel‐
Fattah et al., 2007). A continuación se ven dos picos correspondientes a la vibración por 
alargamiento de los enlaces –CH en 2860‐2943cm‐1 que no se corresponden exactamente 
con  las descritas para quitosanos de otros orígenes. Por  ejemplo,  los  enlaces  –CH del 
quitosano procedente de la desacetilación de quitina de la concha de los camarones o de 
los  huesos  de  jibia  bandean  en  2878‐2968cm‐1  (Van  de  Velde  and  Kiekens,  2004), 
mientras que  los procedentes de  la  concha de moluscos  completamente desacetilados 
bandean a 2892cm‐1 (Kim et al., 2006). El resto de enlaces que estudiamos en las muestras 
también  sufrió variaciones  con  respecto  a  lo descrito  en  la  literatura. Así,  el pico que 
define  los  grupos  amido  I  (RC=O‐NH2)  apareció  en  1685cm‐1,mientras  que  en  otros 





descrito  en  1550cm‐1  (Prashanth  et  al.,  2002)  o  1553cm‐1  (Focher  et  al.,  1992).  Estas 
pequeñas  diferencias  probablemente  sean  consecuencia  de  las  distintas  interacciones 
atómicas que ocurren entre  los grupos en el  interior de  las cadenas de quitosano como 
consecuencia de las distintas procedencias de los quitosanos utilizados en cada trabajo o 
de  las  distintas  metodologías  empleadas  para  su  estudio  por  FTIR,  pero  asociado 
siempre a pequeños  cambios de  tipo electrolítico, nunca a  interacciones  covalentes. El 
siguiente  grupo  relevante  fue  la  banda  a  1410cm‐1  del  –CH2  asociado  a  polisacáridos 






Figura 32: FTIR y enlaces químicos. Absorción en el infrarrojo más representativa de cada polímero y las
mezclas con el enlace al que se corresponden. Abajo a la derecha, esquema de la estructura química del




En  el  interferograma  de  la  gelatina  1.3%  (Figuras  31B  y  32)  los  picos  más 
representativos  se  corresponden  con  grupos  funcionales  típicos  de  la  estructura 
proteínica de la gelatina. Al igual que con el quitosano, aparecen bandas de grupos –OH 
y –NH libres en 3075‐3296cm‐1 de los aminoácidos terminales de la cadena proteica. Para 





1450cm‐1  para  los  carboxilo,  cuando  el  quitosano  se  entrecruza  químicamente  con  la 
gelatina  (Kim  et  al.,  2005a), mientras  que  otros  autores  han  detectado  estos  picos  en 
1537cm‐1  y  1655cm‐1  cuando  el  quitosano  se mezcla  con  la  gelatina  (Yin  et  al.,  1999; 
Cheng et al., 2003b). Esto indica nuevamente que los desplazamientos de las energías de 
absorción molecular en FTIR se ven modificados según el tipo de interacciones químicas 
que  ocurran  entre  las  moléculas,  del  tipo  de  compuestos  utilizados  o  del  tipo  de 
metodología empleada. 
La mezcla de quitosano + gelatina (Figuras 31C y 32) mostró bandas a 3291‐3359cm‐1 
correspondientes  a  los  grupos  –OH  y  –NH  libres,  similares  a  las  observadas  en  el 
quitosano y  la gelatina,  indicando que  la  interacción entre estos grupos  funcionales, o 
entre éstos y otros grupos de  las moléculas, fueron débiles. La banda a 2876cm‐1 de  los 
grupos  –CH  observados  en  el  quitosano  y  en  la  gelatina,  y  la  banda  a  1654cm‐1  que 
según  lo  descrito  se  corresponde  con  el  grupo  carbonilo  de  los  aminoácidos  de  la 
gelatina  en mezclas  con  quitosano  al  1%  (Yin  et  al.,  1999; Cheng  et  al.,  2003b)  o  con 
hidroxiapatita  (Sundaram et al., 2008),  indican que el aumento de  la  concentración de 
quitosano al doble no modificó sustancialmente las interacciones del grupo carbonilo de 
la  gelatina  con  el  quitosano. Otro  de  los  picos  característicos  fue  el  que  apareció  en 
1560cm‐1, correspondiente al amido II del quitosano. Este pico aparece desplazado a  la 
derecha (mayor energía), tal y como propone Van de Velde (Van de Velde and Kiekens, 
2004)  el  cual  postula  este  desplazamiento  en  función  de  como  se  haya  producido  la 
deacetilación de  la quitina para dar quitosano. En  esta mezcla no  se vio  la banda del 
amino  de  la  gelatina  descrita  en  1537cm‐1  para  las  mezclas  realizadas  a  partir  de 
quitosano  al  1%  (Yin  et  al.,  1999;  Cheng  et  al.,  2003b),  probablemente  porque  se 





del  quitosano  en  1407cm‐1.  Dos  picos  observados  en  1318‐1377cm‐1,  asignables  a 
deformaciones  de  los  enlaces  –NH  y  C‐CH3,  se  pueden  corresponder,  aunque 
desplazados a la derecha, con aminoácidos de la gelatina (Kim et al., 2005a; Sundaram et 
al., 2008). Por último cabe resaltar la banda típica de la estructura en anillo en 1150cm‐1 y 
las  bandas  entre  895‐1059cm‐1  asociadas  a  las  estructuras  sacarídicas  y  del  anillo  de 
glucopiranosa.  
La mezcla quitosano + PLL (Figuras 31D y 32) presentó una estructura similar a la del 
quitosano,  aunque  los  picos  de  vibración  de  sus  enlaces  aparecen  ligeramente 
desplazados. El pico de los grupos –OH y –NH libres, en 3286cm‐1, es similar al resto de 
compuestos  expuestos  hasta  ahora,  y  las  deformaciones  de  los  enlaces  –CH  se 




2008) aunque  ligeramente desplazado con respecto a  lo descrito,  indicando que existió 
interacción  iónica  entre  los  grupos  de  ambos  compuestos.  El  pico  a  1568cm‐1  se 
correspondió con el grupo amido II del quitosano (Focher et al, 1992) pero no apareció el 
pico  del  amido  II  de  la  PLL  descrito  entre  1502cm‐1  y  1539cm‐1  (Babic  et  al.,  2008), 
probablemente  porque  se  encontraba  formando  enlaces  iónicos  con  las moléculas  de 
quitosano.  Apareció  la  banda  del  enlace  –CH2  de  la  estructura  sacarídica  del 






En  la mezcla de  los  tres  componentes,  quitosano  +  gelatina  + PLL  cabe destacar  el 






entre  ellas,  promovido  probablemente  por  la  mayor  presencia  de  grupos  ‐NH  que 
aporta  la PLL  y  lo  grupos  –OH  y  –NH de  los  aminoácidos  terminales de  la  gelatina 
(Figuras  31E  y  32).  Cabe  resaltar  el  desplazamiento  a  la  izquierda  (menor  energía 
vibración)  del  amido  I  tal  y  como  ocurrió  con  el  resto  de  mezclas  del  quitosano, 
apareciendo  el  pico  a  1636cm‐1  con  respecto  a  la  que  aparece  en  el  quitosano  solo 
(1685cm‐1),  indicando  la  presencia  de  interacciones  iónicas  moleculares  entre  los 
distintos  componentes mezclados  con  el  quitosano. Aparece  claramente  la  banda  del 
amido II en 1560cm‐1 y los picos de las deformaciones del –NH y C‐CH3, donde una de 
las  bandas  coincide  con  las  observadas  en  la  gelatina  (1399cm‐1),  probablemente 
asignables  a  los  grupos  carboxilo  de  los  aminoácidos  de  la  gelatina. Nuevamente  se 





o  hacia  la  derecha  (mayor  energía  de  vibración),  indicando  una  mayor  o  menor 
organización de la molécula, ni el quitosano, la gelatina, ni la PLL sufrieron alteraciones 
químicas  importantes,  basándose  las  modificaciones  en  interacciones  de  tipo 
electrolítico. 
4.3.2.3. Espectroscopía RAMAN 
Esta  técnica  es  complementaria  a  la  espectrofotometría  infrarroja, ya que permite 
identificar  grupos  funcionales  (enlaces  químicos)  según  los  niveles  de  energía 
vibracional de las moléculas. Se basa en el análisis de la luz dispersada por un material 
al  incidir sobre él un haz de  luz monocromática. La mayoría de  los  fotones de  luz son 
dispersados con  la misma energía con  la que  inciden  (dispersión  elástica), pero hay una 
pequeña fracción que se dispersa con una energía diferente, produciendo una dispersión 
inelástica. El  efecto Raman  es  aquel  en  el  cual  los  fotones dispersados  lo hacen  a una 
frecuencia mayor  a  la  incidente, produciéndose una  transferencia de  energía desde  la 
molécula  hasta  el  fotón.  Los  picos  de  absorción  Raman  de  los  carbohidratos  se 






Figura 33: Espectrofotometría RAMAN. Se muestran los picos de absorción por vibración molecular al
hacer incidir sobre las muestras un haz de luz monocromático de 785nm.   















la  gelatina y  con  la PLL  cuando  se mezclaron por  separado, mientras  que  cuando  se 
mezclaron los tres no se produjo tal desplazamiento, indicando que la gelatina y la PLL 
podrían  haber  interaccionado  entre  sí  pero  no  con  el  quitosano.  La  deformación  del 
grupo –CH2 del quitosano 2%, descrita en 1436cm‐1 (Fang et al., 2001), apareció como un 
pico en 1434cm‐1, mientras que el pico en 1392cm‐1 se asoció a la energía por deformación 
de  los  enlaces  –CH  (Wang  et  al.,  2006).  Apareció  un  pico  acusado  en  1361cm‐1 




ha descrito previamente  (Frushour and Koenig, 1975). En  frecuencias  inferiores vibran 
las estructuras aromáticas, en este caso  los aminoácidos como  la prolina, que vibra en 
1029cm‐1,  la  fenilalanina  en  1002cm‐1,  o  el  anillo de prolina  en  918  y  855cm‐1,  aunque 
también  se  pueden  identificar  los  enlaces  C‐C  del  anillo  en  970cm‐1  (Frushour  and 





observaron  en  1405  y  1320cm‐1,  aparecieron  desplazados  respecto  al  quitosano  y  la 
gelatina por separado. La banda del amido  III de  la gelatina absorbió a 1240cm‐1 y un 
pico  pequeño  en  1002cm‐1  fue  asignado  a  la  fenilalanina de  la  gelatina.  Los  picos  de 
estructuras  aromáticas  observados  a  928  y  854cm‐1  pueden  corresponder  a  ambos 
compuestos.  La  mezcla  de  quitosano  +  PLL  produjo  un  aumento  considerable  en  la 
intensidad Raman  detectada,  lo  que  hace  pensar  en  que  hubo  una  fuerte  interacción 
química  entre  ambos  compuestos  (Figura  33D).  Aparecieron  picos  similares  a  los 
encontrados en el quitosano en 1435, 1394, 1368 y 1256cm‐1, indicando la presencia de los 
grupos  característicos  de  este  compuesto.  El  último  de  estos  picos,  a  1256cm‐1  está 















cuando  se  calienta  una  muestra.  Las  medidas  se  llevaron  a  cabo  en  dos  tipos  de 
atmósfera: i) oxidativa, donde se analizó la combustión de los materiales, midiéndose la 
temperatura de oxidación  (Tox), que define  la  temperatura en que se produce  la mayor 
pérdida de peso de las muestras, y la masa residual (Mres) que define la masa que queda 
después de haberse producido la combustión; ii) atmósfera de N2 o no oxidativa, donde 
se miran  las  pérdidas  en  peso  de  las muestras  según  su  transformación  en  carbono 




ocurre  en  torno  a  los  40‐70˚C.  El  análisis  de  las muestras  indicó  que  el  quitosano  2% 
(Figura 34A y F) es el menos estable, quemándose a las temperaturas más bajas, con una 
Tox= 203,19˚C. Al  final del proceso de combustión quedó un 15% de  residuo  (cenizas), 










Figura 34: Análisis termogravimétrico en atmósfera oxidativa de cada polímero y las mezclas. Se
representa la temperatura de oxidación o Tª de degradación máxima y la masa residual, o masa de











de materia  inorgánica  del  quitosano.  La mezcla  de  quitosano  +  PLL  (Figura  34D  y  F) 
mostró  una  Tox=  219,74˚C,  similar  a  la  de  la mezcla  quitosano  +  gelatina,  indicando  la 
existencia de una interacción entre la PLL y el quitosano que estabiliza térmicamente al 
compuesto,  de  manera  similar  a  la  gelatina.  Aparecen  a  continuación  dos  picos  de 
degradación  a  477,44  y  505,05˚C  que  están  desplazados  a  la  derecha  con  respecto  al 
quitosano, mostrando nuevamente que  la PLL estabiliza al polisacárido. Por último,  la 
mezcla de  los  tres  compuestos, quitosano + gelatina + PLL  (Figura 34E y F) produjo un 
aumento  de  la  estabilidad  referido  a  Tox=  238,12˚C,  intermedia  a  los  compuestos  por 
separado  aunque  superior  al del  quitosano  +  gelatina y  quitosano  + PLL,  indicando que 
hubo  interacción entre  los  tres componentes que aumentó su estabilidad. Esto  también 
se  observó  en  el  pico  cercano  a  400˚C,  que  se  desplazó  a  la  derecha  con  respecto  al 
quitosano solo, apareciendo en 445,89˚C. Sin embargo, aquí apareció un pico a 527,15˚C, 
cercano  al  observado  en  quitosano  al  2%,  indicando  que  la  gelatina  y  la  PLL 
interactuaron entre sí, haciendo aparecer de nuevo este pico de degradación asociado al 
quitosano. Estas dos últimas mezclas presentaron también un porcentaje de Mres del 13% 
para  quitosano  + PLL  y del  19% para  el  quitosano  +  gelatina  + PLL,  asociados  ambos  a 
productos inorgánicos del quitosano.  
Como  estudio  complementario  se  realizó  el  ATG  en  N2  de  todas  las  muestras 
(Figura 35). El comportamiento pirolítico de las muestras fue similar al de combustión. 
Nuevamente el material menos estable fue el quitosano 2% (Figura 35A y F), con una Tpir= 
209,74˚C, y el material más estable  fue  la gelatina 1.3%  (Figura 35B y F), con una Tpir= 






los dos  compuestos. La mezcla de  quitosano  + PLL  (Figura  35D y F)  también  fue más 
estable  que  el  quitosano  solo,  con  una  Tpir=  220,37˚C  y  con  la  aparición  de  otro  pico 






y  F) mostró  un  único  pico,  correspondiente  a  la  Tpir,  de  241,96˚C,  indicando  que  la 
mezcla  de  los  tres  compuestos  aumentó  la  estabilidad  del  quitosano  y  produjo  una 
interacción  entre  la  gelatina  y  la  PLL  que  provocó  la  desaparición  del  segundo  pico 
pirolítico  en  torno a  los 400‐500˚C pero mejorando  sustancialmente  la  temperatura de 
degradación máxima.  
 
Figura 35: Análisis termogravimétrico en atmósfera no oxidativa (atmósfera de N2). Se muestra la
pirólisis de cada material. En F se representa la temperatura de pirólisis o Tª donde se produce la caída más




la  estabilidad  térmica  del  material,  siendo  en  todo  caso  la  mezcla  de  los  tres 
componentes  la que mayor  estabilidad dio al quitosano,  lo que  se  corresponde  con  la 
estructura única y regular que se observó por SEM.  
4.3.2.5. Calorimetría diferencial de barrido 




la misma  temperatura. A medida  que  se  aumenta  la  Tª  aparecerán  picos  positivos  o 
negativos,  correspondientes  a  procesos  endo‐  o  exotérmicos.  En  los  procesos 
endotérmicos  están  incluidos  la  fusión,  vaporización,  sublimación  y  desorción  de  la 
muestra,  mientras  que  los  procesos  exotérmicos  suelen  representar  transiciones 
cristalinas o reacciones químicas. 
 
Figura 36: Calorimetría diferencial de barrido de las mezclas del quitosano con gelatina y PLL. La
primera inflexión de la curva que indica una transición vítrea, seguida de un pico endotérmico que señala la




Lo  primero  que  se  observa  es  una  pequeña  inflexión  de  la  curva  que  indica  un 
proceso de transición vítrea de los materiales (Figura 36), que oscila en torno a los 65˚C 
para  todos  los materiales  excepto para  el  quitosano  2%, que  está desplazado hacia  los 
77˚C. Esta  inflexión  no  se  observó  en  la mezcla  quitosano  +  gelatina,  indicando  que  la 
gelatina  interactúa  con  el  quitosano  de  modo  que  no  sufre  esta  transformación.  A 






esta  temperatura  está  descrito  que  el  quitosano  se  encuentra  totalmente  degradado 




+  PLL  los  picos  endotérmicos  aparecieron  desplazados  a  mayores  temperaturas, 
indicando que la PLL interaccionó con el quitosano haciendo de éste un compuesto más 











Con  esta  técnica  se  estudia  la  superficie  y  tipo  de  poros  que  tiene  un material 




del  N2.  Las  isotermas  de  adsorción‐desorción  de  N2  permiten  caracterizar  los  poros 
pequeños,  es  decir,  los  denominados microporos  (menores  de  2nm)  y  los mesoporos 
(entre 2 y 50nm) pero no permite  identificar  los poros grandes o macroporos (mayores 
de 50nm). Existen 6  tipos diferentes de  isotermas, recogidas en  los estudios realizados 
por Brunauer  (1940),  que  van  a definir  el  tipo de poros  que presenta un material:  1) 
isotermas  tipo  I,  que  definen  estructuras  fundamentalmente microporosas:  2)  isotermas 
tipo II, que definen estructuras no porosas; 3) isotermas tipo III, asociadas normalmente a 




Figura 37: Tipos de isotermas de adsorción de gases de van der Waals. (Tomado de Brunauer,S;






Figura 38: Isotermas de adsorción-desorción de N2 de las mezclas de quitosano con gelatina y PLL.
Se comprobó que todos los materiales poseían una estructura macroporosa. Se calculó la superficie
específica (SE) de cada muestra (F), observando que la mayor SE se correspondió con el quitosano,
mientras que el quitosano + gelatina es el que tiene la SE más baja, siendo el menos poroso.   
En  este  estudio  las  5  muestras  ensayadas  dieron  lugar  a  isotermas  de  tipo  III, 
caracterizadas  por  ser  convexas  con  respecto  al  eje  de  presión  (eje  x).  En  este  caso, 
cuando se hizo  la derivada de  las  isotermas se vio que en  los 5 casos tendían a subir a 











Figura 39: Porosimetría de mercurio de las mezclas de quitosano con gelatina y PLL. Se muestra el
diámetro de los poros en función del logaritmo de la intrusión diferencial (volumen de mercurio inyectado
y absorbido). Se observaron curvas multimodales en el quitosano 2% (A), y en quitosano + gelatina + PLL
(E) y curvas trimodales en la gelatina 1.3% (B), quitosano + gelatina (C) y quitosano + PLL (D). La
menor porosidad se obtuvo para la mezcla de quitosano + gelatina y la mayor para la mezcla de quitosano




Esta  técnica  permite  la  caracterización  del  sistema  poroso  de  los  materiales, 
obteniéndose a partir de ella  la distribución porosa en función del tamaño aparente de 




El  este  estudio,  la  intrusión  de  mercurio  mostró  que  el  quitosano  2%  tiene 
macroporos  de  múltiples  tamaños,  presentando  una  curva  denominada  multimodal 
(Figura  39A).  Se  observó  un  rango  de  poro  desde  las  49,7μm  hasta  las  7,3μm  (más 
predominantes),  indicando  que  presenta  una  estructura  porosa  irregular  con  un 
diámetro medio de poro de  1,3μm y una porosidad del  68%  (Figura  39F). La  gelatina 
1.3%  presentó  el menor  tamaño  de  poro,  con  un  diámetro medio  de  0,25μm  y  una 
distribución  de  los  poros  trimodal  (tres  tamaños  de  poro)  con  predominancia  de  los 
tamaños  de  2,8;  0,5  y  0,2μm  (Figura  39B  y  F).  Sin  embargo  la  porosidad  fue 
relativamente alta (53,1%),  indicando que es una estructura porosa de poros pequeños. 
Aunque la porosidad fue menor que la del quitosano, el gel que constituye esta proteína 
presentó una densidad aparente  (densidad  cercana a  la  real) muy baja,  con 0,57g/mL, 
indicando  que  presentaba  menor  cantidad  de  masa  por  unidad  de  volumen  que  el 
quitosano.  La  mezcla  de  quitosano  +  gelatina,  presentó  una  estructura  diferente.  El 
porcentaje de porosidad disminuyó prácticamente a  la mitad  con  respecto al quitosano 




distribución de  los poros de esta mezcla  resultó  ser  trimodal,  con un  tamaño de poro 
predominante de 3 (Figura 39C). Estos datos apuntan a que la mezcla del quitosano con 
la  gelatina dio  lugar  a un  incremento de  las  interacciones  electrostáticas  entre  ambos 
compuestos que fueron las responsable de la compactación observada con estas técnicas 
aunque reduciendo la densidad del quitosano a valores similares a los de la gelatina de 
0,59g/mL  (Figura 39F). La mezcla de  quitosano + PLL  indujo  la  formación de poros de 
mayor  tamaño  que  presentaron  también  una  distribución  trimodal  (Figura  39D)  con 
tamaños predominantes de 49,3; 3,2 y 0,6μm. La interacción de la PLL con el quitosano 
produjo un  aumento  considerable de  la porosidad  (73,3%)  y del diámetro medio  con 
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2,7μm  (Figura  39F).  La  interacción  entre  el  quitosano  y  la  PLL  indujo,  además,  un 
aumento  considerable  de  la  densidad  aparente  del  gel,  con  1,19g/mL.  Por  último,  la 
mezcla de quitosano + gelatina + PLL fue la más porosa, con un 78,3% de porosidad y con 















Este  estudio  se  realizó  cultivando  neuronas  de  corteza  e  hipocampo  de  ratas 
embrionarias  cultivadas  sobre  las  distintas  superficies  y  analizando  su  actividad 
metabólica  tras 1, 4, 7 y 14 días en cultivo. Con  las neuronas únicamente  se evaluó el 
aumento  en  la  tasa de  actividad metabólica  en  los distintos  sustratos. La  ausencia de 





un  aumento  significativo  (F(3,222)=145.34; p<0.01) de  la  actividad metabólica  a  con  el 




celular  (Figura  40B).  Además  también  se  encontraron  diferencias  significativas 
(F(6,222)=2.235; p<0.05) entre  los  tiempos y  los distintos  tipos de sustrato  (Figura 40C), 
siendo  las superficies de  las placas, con o sin PLL  (controles positivos de crecimiento), 
las óptimas para la supervivencia y actividad neuronal, mientras que las mezclas de los 
distintos biomateriales mostraron una actividad metabólica menor. Cabe destacar como 
los  dos  tipos  neuronales  tuvieron  un  comportamiento  similar  en  las  diferentes 
superficies de cultivo, aunque sí se detectaron ligeras diferencias dependiendo del tipo 
neuronal (p<0.05). 
Figura 40: ANOVA de la absorbancia de los ensayos de MTT para neuronas corticales y de
hipocampo. Se observaron significativas entre los dos tipos neuronales, resultando más viables las
neuronas corticales (A); también se observó un aumento significativo de la viabilidad a medida que
transcurría el tiempo de cultivo (B); comparando ambos tipos neuronales se observó que el comportamiento






(plástico  y  plástico  +  PLL),  donde  los  valores  de MTT  aumentaron  significativamente 




mostraron  efectos  sobre  su  viabilidad  neuronal  (F(6,110)=111.41;  p<0.01).  También  se 
observaron  diferencias  entre  los  4  tiempos  de  estudio  (F(18,110)=25.096;  p<0.01), 
traducidas  en  ligeros  aumentos  y  disminuciones  de  la  actividad  metabólica.  Estas 
diferencias también afectaron la expresión de los dos marcadores neuronales utilizados 
en este estudio. Así, en ninguna de  las superficies se vio marcaje para  la proteína βIII‐
tubulina a 1 día de  cultivo. La  expresión de  esta proteína  comenzó a  ser detectable  a 
partir  del  cuarto  día  en  cultivo,  exceptuando  en  el  quitosano  2%,  donde  comenzó  a 
expresarse  a  partir  del  séptimo  día,  y  en  quitosano  +  gelatina,  donde  nunca  llegó  a 
expresarse.  Sin  embargo,  el  marcaje  para  las  proteínas  de  los  neurofilamentos  del 
citoesqueleto se observó en todas las neuronas y a todos los tiempos (Figura 41).  
Entre  todos  los  sustratos,  la  gelatina  fue  la  que  afectó  más  negativamente  a  la 
viabilidad  neuronal,  induciendo muerte  celular.  Esta muerte  se  tradujo  en  una  caída 
paulatina  de  los  valores  de  MTT  hasta  desaparecer  a  los  catorce  días  en  cultivo, 
indicando  la desaparición a ese tiempo de todas  las neuronas (Figura 41A). En el resto 
de  sustratos,  que  contenían  quitosano,  se  registraron  ligeras  disminuciones  de  la 
actividad metabólica desde el  comienzo de  su cultivo hasta el día 7, aunque en  todos 
ellos  se  recuperaron  los  valores  en  el  día  14  debido,  probablemente,  al  tiempo  que 
requieren  las neuronas para  adherirse  a  los  sustratos. Al  final del  tiempo de  estudio, 
todos  los  sustratos mostraron  valores  de MTT  similares,  sin  diferencias  significativas 
entre ellos, indicando que la mezcla del quitosano con la gelatina, la PLL o con ambos, 
no  indujo  mejoras  en  la  viabilidad  de  este  tipo  neuronal,  siendo  ésta,  además, 
significativamente menor  a  la de  las  superficies  control. Aún  así, de  entre  todas  estas 













a  la  vez  (Figura  41B  y C),  indicando una  alta  actividad metabólica. En  este  caso,  las 
neuronas  fueron  emitiendo  procesos  neuríticos  que  llegaron  a  invadir  la  práctica 
totalidad del fondo de la placa tras 7 días (Figura 41B), llegando a asociarse en paquetes 
de  fibras  tras  14  días  (Figura  41C).  En  el  resto  de  sustratos  la  densidad  celular  fue 
menor, lo que se tradujo en una actividad metabólica menor y, por lo tanto, en valores 
de  absorbancia  de  MTT  más  bajos.  En  todos  ellos  se  comprobó  que  las  neuronas 
expresaban  los dos marcadores utilizados  tras  7 días  en  cultivo  (Figura  41D,  F  y H), 
mientras que el marcador  βIII‐Tubulina desapareció a  las dos  semanas en  las mezclas 
con quitosano, permaneciendo en el quitosano sin mezclar (Figura 41E, G e I).  
Por lo tanto, comparados con los controles, todos los biomateriales construidos con 






estable  su  actividad metabólica.  De  todas  las  superficies,  aquellas  que  no  contenían 
gelatina  fueron  las  más  permisivas,  aunque  tras  14  días  en  cultivo  no  se  vieron 
diferencias estadísticamente significativas ni en su viabilidad ni en  la expresión de  los 
marcadores neuronales utilizados  en  este  estudio, apuntando a  la  idoneidad de  todas 
ellas.
Figura 41: Ensayos de viabilidad e inmunocitoquímicas de neuronas corticales creciendo sobre las
mezclas de quitosano con gelatina y PLL. Los estudios de viabilidad muestran un incremento progresivo
en las dos superficies control, permaneciendo el resto con valores similares tras dos semanas de cultivo.
Una excepción fue la gelatina, donde no se produjo adhesión neuronal ni supervivencia (A). En las
imágenes, representación del marcaje para Neurofilamentos (verde) y βIII-Tubulina (rojo) en las superficies
control de plástico + PLL (B y C), en el quitosano 2% (D y E), en el quitosano + PLL (F y G) y en el
quitosano + gelatina + PLL (H e I) tras 7 y 14 días en cultivo. Se observa el número y cantidad de neuritas
en los pozos control que es superior al del resto de superficies. Las neuritas se agruparon en paquetes
gruesos tras 14 días en cultivo, expresando conjuntamente ambos marcadores. En el resto de superficies, el
marcador βIII-Tubulina se perdió tras 2 semanas excepto en las superficies de quitosano 2%. En todas las
superficies la densidad celular fue menor a la de los controles, lo que se tradujo en unas tasas de actividad
metabólica menores. (En los ensayos de MTT se representa la media ± error estándar de n= 5. En las





pozos  control  fueron,  nuevamente,  los  que  mostraron  mejor  adhesión  y  donde  la 
viabilidad fue superior, mostrando diferencias significativas con el resto de superficies a 
partir  del  4  día  de  cultivo  (Figura  42A). Como  comentamos  anteriormente,  este  tipo 
neuronal  también mostró un aumento significativo de  los valores de MTT con el paso 





sobrevivieron  en  la  gelatina  1.3%  tras  2  semanas  en  cultivo, no mostrando diferencias 
significativas  en  ninguno  de  los  sustratos,  excepto  en  quitosano  +  PLL,  en  el  cual  la 
viabilidad  fue  significativamente  superior  (p<0.01).  Este  sustrato  fue  el  que  mejor 
promovió  la  adhesión  y  la  supervivencia  de  estas  neuronas  tras  14  días  en  cultivo, 
mostrando también valores superiores y estadísticamente diferentes a los del quitosano + 
gelatina + PLL, aunque no con el quitosano 2% ni con el quitosano + gelatina. Por lo tanto, a 







Figura 42: Ensayos de viabilidad e inmunocitoquímicas de neuronas de hipocampo creciendo sobre
las mezclas de quitosano con gelatina y PLL. La actividad metabólica en las superficies control fue
significativamente más alta que en el resto de superficies, promoviendo la adhesión celular y la
neuritogénesis (A). En las imágenes, marcaje para Neurofilamentos (verde) y para βIII-Tubulina (rojo) tras
7 y 14 días de cultivo. A diferencia de las neuronas corticales, estas neuronas no agruparon sus neuritas en
paquetes tras 14 días de cultivo, aunque sí se apreció un aumento en su grosor (B y C). La superficie de
quitosano + PLL promovió adhesión celular con emisión de numerosas neuritas, siendo la superficie de
crecimiento óptimo para estas neuronas (H e I). Las superficies de quitosano 2% (D y E) y las de quitosano
+ gelatina (F y G) fueron relativamente adhesivas. En todas las superficies se mantuvo la expresión de
neurofilamento (verde) y una ligera expresión del marcador βIII-Tubulina (rojo) excepto en la superficie de
quitosano + gelatina, donde se perdió. (En los ensayos de MTT se representa la media ± error estándar de







Teniendo en  cuenta estas observaciones,  concluimos que  la  respuesta  celular ante 
los mismos sustratos de crecimiento es distinta según el tipo neuronal del que se trate. 
Esto  también  se  refleja  en  la  expresión de  los marcadores  celulares, de modo que  las 
neuronas de hipocampo no perdieron  la expresión de  la proteína  βIII‐Tubulina  con el 
paso  del  tiempo,  exceptuando  en  la mezcla  de  quitosano  +  gelatina,  donde  se  perdió 





La  gelatina  no  mostró  sobre  las  neuronas  de  hipocampo  los  efectos  negativos 
observados en las neuronas corticales y, tras 14 días en cultivo, hubo células adheridas y 
viables, aunque las mezclas que contenían gelatina fueron, nuevamente, las que peor se 
comportaron.  La mezcla  de  quitosano  +  PLL  fue  la  que mayor  adhesión  y  viabilidad 
presentó,  siendo,  junto  con  el  quitosano  2%,  las dos  superficies más promotoras de  la 
viabilidad de las neuronas de hipocampo. En este caso, los efectos positivos de la PLL en 
la mezcla  se  vieron  enmascarados  cuando  se  añadió  la  gelatina,  indicando  que  ésta 
bloquea  los  sitios proadhesivos de  la PLL. Entre  los dos  controles  ensayados,  la PLL 
mostró un efecto promotor de  la adhesión y  supervivencia, ya que  sus valores  fueron 
estadísticamente  superiores  (p<0.01)  a  los  vistos  en  las  superficies  de  plástico  de  los 
pocillos sin tratar. Estos datos indican que la molécula proadhesiva PLL es la principal 
responsable  de  promover  la  viabilidad  de  estas  neuronas,  mientras  que  la  gelatina 
tiende a enmascarar sus efectos.  
Ensayos con ASTROCITOS 
El  comportamiento  de  los  astrocitos  en  las  distintas  superficies  fue  mucho más 
variable  que  el  registrado  en  las  neuronas,  ya  que  este  tipo  celular  tiene  unos 
requerimientos adhesivos diferentes y, además, prolifera.  
De  las dos  variables  estudiadas,  sustrato  y  tiempo,  solamente  el  tipo de  sustrato 
tuvo efecto  sobre  la  supervivencia y proliferación  (F(6,112)= 177.59; p<0.01),  indicando 
que las distintas superficies afectan a la viabilidad de los astrocitos. Lo primero que cabe 
resaltar  son  las  diferencias  entre  los  dos  tipos  de  superficies  consideradas  control 
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RESULTADOS 
(pocillos  sin  sustrato  añadido),  de modo  que  el  tratamiento  de  los  pocillos  con  PLL 
indujo  incrementos  significativos  en  las  tasas  de  actividad metabólica  celular  (Figura 
43A),  indicando que esta molécula es promotora de  la adhesión y proliferación de  los 
astrocitos. De  este modo,  el  óptimo  de  proliferación  se  consiguió  en  los  pocillos  de 
plástico + PLL, el cual, a los 14 días de cultivo, mostró diferencias significativas (p<0.01) 
con todas las superficies excepto con una, quitosano + gelatina. En este caso, esta mezcla 
resultó  ser  promotora  de  la  adhesión  y  la  proliferación  de  los  astrocitos,  induciendo 





la  viabilidad  con  resultado  de muerte  celular,  como  ocurrió  en  el  quitosano  2%. Con 
respecto a las mezclas realizadas con PLL, las tasas de proliferación fueron muy bajas o 
incluso  nulas  (como  ocurrió  en  el  quitosano  +  gelatina  +  PLL),  indicando  que  estas 
superficies  no  permitieron  ni  la  adhesión,  ni  la  supervivencia  celular.  Estos  datos 
contrastan  con  el  comportamiento  de  las  neuronas,  para  las  cuales  los  sustratos  de 
crecimiento óptimos fueron precisamente las mezclas con PLL. Por lo tanto, para el caso 
de  los  astrositos,  la PLL  induce  adhesión pero  cuando  se usa  sobre  el plástico de  las 
placas, pero  la  inhibe  cuando  se  encuentra  formando parte de  los geles de quitosano, 
indicando que, o bien el quitosano, o bien  la gelatina, bloquean  los sitios proadhesivos 
de  la PLL. Si se comparan estos datos con  los observados para  las neuronas, donde  la 
mayor adhesión ocurrió en los sustratos con PLL, concluimos que la mezcla de PLL con 
quitosano  y  gelatina,  como  se  observó  anteriormente  en  la  caracterización  físico‐
química,  induce  cambios  en  los  grupos  químicos  de  su  superficie,  que  permiten  la 
adhesión neuronal pero dificultan la astroglial.  
Por  otra  parte,  para  caracterizar  correctamente  los  astrositos  que  crecen  en  las 
distintas superficies, se procedió a su  inmunomarcaje con anti‐vimentina y anti‐GFAP, 
marcadores respectivos de astrositos inmaduros (Vimentina) o con fenotipo diferenciado 

















2%  las  células  se  agruparon  dejando  entre  ellas  grandes  espacios  en  los  cuales 
aparecieron astrocitos aislados con una morfología estrellada, presentando multitud de 
procesos celulares finos y alargados (Figura 43D y E). Sin embargo, el crecimiento sobre 
la  gelatina  1.3%  mostró  proliferación  celular  entre  los  días  7  y  14,  y  al  término  del 
experimento  se  formó una monocapa de  células poligonales, vimentina‐positivas pero 
GFAP‐negativas que, en regiones discretas de los pocillos, rodeaban a pequeños grupos 





Figura 43: Ensayos de proliferación e inmunocitoquímicas de astrocitos postnatales creciendo sobre
las mezclas del quitosano con gelatina y PLL. Se detectó un período de adhesión celular entre los días 1
y 4 de cultivo, con caídas de los valores de MTT en todos los sustratos, que continúa en todos los sustratos
excepto en la mezcla quitosano + gelatina (A). En esta mezcla los valores se situaron, tras 14 días,
cercanos a los controles con PLL, siendo promotora de la adhesión y proliferación. En las
inmunocitoquímicas, se observó que, tanto los controles de plástico + PLL (B y C) como las superficies de
quitosano + gelatina (H e I), promovieron la ocupación del fondo de los pocillos por las células. En ambos
casos se observó que se formó un manto de células positivas para vimentina (rojo) sobre la que creció una
monocapa de células fuertemente positivas tanto para vimentina como para GFAP (verde), con morfología
fibrosa. En el quitosano 2% la viabilidad celular se fue reduciendo con el tiempo, aunque tras 14 días
permanecieron agrupaciones celulares con morfología poliédrica, encerrando en algunas ocasiones a
células fibrosas únicamente GFAP-positivas. En las superficies de gelatina 1.3% la viabilidad fue baja,
aunque mejoró a los días 7 y 14 del cultivo. Este incremento, aunque pequeño, fue consecuencia
mayoritariamente de una monocapa de células poligonales positivas para vimentina pero negativas a
GFAP, indicando la menor actividad metabólica de estas células (En los ensayos de MTT se representa la








proliferación  de  los  astrocitos  de  forma  positiva  (plástico,  plástico  +  PLL  y  quitosano  + 
gelatina) o de forma negativa (quitosano 2%, quitosano + PLL y quitosano + gelatina + PLL), 
afectando,  además,  a  la  morfología  y  expresión  de  los  marcadores  típicos  de  estas 
células. De  entre  todas  las mezclas,  quitosano  +  gelatina  fue  la más  favorecedora de  la 





(GEBO)  sobre  los distintos  biomateriales  ensayados  es de  radical  importancia  ya  que 
estas células son susceptibles de ser utilizadas como transplantes en lesiones medulares 
para promover regeneración axonal. De entre todos  los candidatos, aquel en el que  las 
células  de GEBO  presentaran  un mejor  comportamiento  se  consideraría  un  factor  de 
importancia decisiva para elegir qué sustrato utilizar para construir puentes. 
A diferencia de lo ocurrido con astrocitos, el tiempo en cultivo tuvo un gran efecto 
sobre  las  tasas de crecimiento y proliferación  (F(3,112)= 4.285; p<0.01) de  las células de 
GEBO, con un aumento acusado de los valores de MTT, principalmente, a partir del 7° 
día de cultivo. También se mantuvo el efecto propio de los distintos sustratos, tal y como 









controles  que  contenían  PLL  fueron  los  que  presentaron  tasas  de  proliferación 
superiores,  con  aumento  significativo  (p<0.01)  de  los  valores.  Con  respecto  a  las 




proliferación,  mientras  que  en  el  quitosano  2%  se  produjo  muerte  celular,  hasta 
prácticamente  desaparecer  las  células  tras  14  días  de  cultivo.  Este  comportamiento 
también se observó en las dos mezclas de quitosano con PLL (quitosano + PLL y quitosano 
+ gelatina + PLL)  indicando que  la PLL, cuando se mezcla con el quitosano,  forma una 
estructura  que  inhibe  el  crecimiento  y  proliferación  de  las  células  de  GEBO.  Sin 
embargo, cuando el quitosano se mezcló con la gelatina (quitosano + gelatina), se generó 
una superficie mucho más adhesiva, de modo que la GEBO pudo proliferar mucho más 
eficazmente  que  en  el  resto  de  sustratos  ensayados,  con  valores  significativamente 
superiores al  resto de  los  sustratos en el día 14 de  cultivo. Teniendo en cuenta que el 
quitosano  induce muerte celular,  la gelatina parece responsable de que el quitosano se 
torne  en  superficie  proadhesiva.  Sin  embargo,  como  comentamos  previamente,  la 
mezcla de quitosano + gelatina + PLL indujo muerte celular, resultando ser una superficie 
inhibitoria. Una posible explicación a estos hechos es que la adición de PLL bloquea los 
sitios  de  adhesión  que  la  gelatina  induce  en  el  quitosano  cuando  se mezclan  ambos 
compuestos, probablemente al formar una estructura con entidad química nueva, como 
sugerían los análisis en el microscopio electrónico de barrido. Curiosamente, los pocillos 
control con PLL  fueron  los más adhesivos. Con estas observaciones concluimos que  la 
PLL  es  una  molécula  permisiva  y  proadhesiva  para  las  células  de  GEBO  en  las 





















estas células en  las 3 superficies sobre  las que hubo proliferación. Así, en  los controles 
(plástico  +  PLL)  se  observaron  las  células  ocupando  el  fondo  de  la  placa  de manera 
desorganizada,  con multitud  de  procesos  celulares  alargados  y  entrelazados  (Figura 








las  células  de  GEBO,  lo  que,  unido  a  su  capacidad  de  promover  la  adhesión  y 
proliferación de las mismas, lo convierte en un candidato idóneo para construir puentes 








Figura 44: Ensayos de proliferación e inmunocitoquímicas de células de glía envolvente de bulbo
olfativo (GEBO) creciendo sobre las mezclas de quitosano con gelatina y PLL. El gráfico muestra que
únicamente hubo proliferación en los pozos controles con y sin PLL, en el quitosano + gelatina y en la
gelatina 1.3%, mientras que en el resto de superficies se produjo una caída de la viabilidad traducida en
muerte celular (A). En las figuras se muestran las inmunocitoquímicas para p75 del crecimiento sobre los
pozos control de plástico + PLL (B, C y D), sobre gelatina 1.3% (E, F y G) y sobre quitosano + gelatina
(H, I y J), donde se observa la ocupación prácticamente completa del fondo de los pocillos que, sin
embargo, se tradujo en niveles muy diferentes de actividad metabólica. Un aspecto notable fue el
crecimiento celular orientado linealmente que alcanzaron las células de GEBO sobre las superficies de
quitosano + gelatina, suponiendo un aspecto favorable si se buscan respuestas de crecimiento lineales. (En






Con  esta  técnica  se  estudio  la  manera  en  la  que  se  adhieren  las  células  gliales 




Estas  dos  morfologías  ya  habían  sido  identificadas  en  cultivos  donde,  mediante 
inmunocitoquímica,  estas  células  presentaron mayor  expresión  de  la  proteína GFAP, 





Figura 45: Astrocitos y células de glía envolvente de bulbo olfativo sobre superficies de quitosano +
gelatina tras 4 días en cultivo. Imagen al microscopio electrónico de barrido donde se muestra la
morfología estrellada de los astrocitos, emitiendo multitud de prolongaciones celulares a modo de
filopodios (A y B). Las células de GEBO mantienen su morfología fusiforme, anclándose al medio con
procesos celulares aplanados (C y D). (Barra de 10μm para A; 5μm para C y D; 2μm para B).  
RESULTADOS 
Respecto  a  las  células  de  GEBO,  se  observó  su  morfología  típica  de  células 
fusiformes  con  procesos  alargados  anchos,  sin  las  ramificaciones  observadas  en  los 
astrocitos  (Figura  45C).  El  análisis más  detallado  de  la  estructura  de  estos  procesos 
muestra que  las células se adhieren a  la superficies de quitosano + gelatina con mayores 
















celular  basados  en  MTT  los  valores  más  altos  correspondieron  siempre  a  estas 
superficies  control,  en  el  estudio  de  extensión  neurítica  con GRD  las  superficies más 
promotoras de  la emisión y elongación  fueron  las de quitosano + gelatina. En este caso, 
esta  superficie  se  mostró  óptima  para  promover  la  emisión  y  elongación  neurítica, 
llegando a tener un área significativamente mayor (p<0.01) a  la del resto de superficies 
















material  exógeno,  estos  deben  cumplir  una  serie  de  requisitos  en  función  de  los 
resultados  deseados.  Los  principales  deben  ser  la  biocompatibilidad  y 
biodegradabilidad, para no provocar  rechazo  inmunitario. En  segundo  lugar, debe de 
tener  unas  propiedades  físico‐químicas  adecuadas  para  aportar  una  superficie  de 
crecimiento sobre la cual los axones lesionados puedan crecer y tengan un soporte sobre 
el que cruzar el tejido medular perdido tras la lesión. Además, el material debe permitir 




ser  afrontada  con  un  abordaje múltiple.  En  este  trabajo,  por  lo  tanto,  se  realizó  un 
estudio  completo de  las mezclas de quitosano  con gelatina y PLL, basado en estudios 
físico‐químicos, estudios de adhesión y proliferación celular y de extensión neurítica en 
cultivos de GRD, para  evaluar  cual de  las mezclas  era  idónea para  construir puentes 
para su implante en modelos animales de lesión medular.  
Tras  el  estudio  de  sus  propiedades  físico‐químicas,  se  vio  que  las  mezclas  de 
quitosano, tanto con la gelatina como con la PLL, únicamente indujeron ligeros cambios 
de estructura asociados a interacciones de tipo electrolítico, aunque la mezcla de los tres 
componentes,  quitosano  +  gelatina  +  PLL  resultó  ser  la  más  estable  y  la  de  mayor 
superficie específica (más porosa).  
 
Figura 46: Crecimiento neurítico de ganglios de la raíz dorsal sobre las superficies de quitosano con
gelatina y PLL. Las dos superficies de mayor extensión fueron las control de plástico + PLL tanto a las 24
(A1) como a las 48 horas (B1), aunque fue superada significativamente por las superficies de quitosano +
gelatina tanto a las 25 (A2) como a las 48 (B2) horas. La representación gráfica del área de extensión
neurítica se representa en C, donde se observa el efecto claramente promotor de la neuritogénesis de las
superficies de quitosano + gelatina. (Imágenes en contraste de fases donde se ha resaltado el alo neurítico





mejores propiedades para  su utilización  en  reparación nerviosa. Sin  embargo,  tras  los 
estudios de  supervivencia, metabolismo y extensión neurítica, este sustrato  resultó  ser 
uno de  los menos permisivos para  la adhesión y  crecimiento  celular y no permitió  la 
extensión neurítica en su superficie. Las propiedades  físico‐químicas que, en principio, 
parecían  más  idóneas  para  el  crecimiento  celular  no  fueron  las  óptimas  para  su 
utilización en reparación nerviosa. De las tres mezclas ensayadas, el quitosano + gelatina 
condujo  a  los  resultados  óptimos. Aunque  fue  la mezcla  que  tuvo menor  superficie 
específica, es decir,  la menos porosa,  fue  la superficie más permisiva para  la adhesión 
neuronal y fue la que mejor promovió el crecimiento y proliferación de celulas gliales y 
la  extensión  de  neuritas  desde  explantes  de  GRD.  Así,  teniendo  en  cuenta  que  la 
implantación de un puente en el espacio dejado tras una lesión medular debe ser una vía 
para  el  crecimiento de  los  axones  en  regeneración,  la  extensión neurítica de  los GRD 
muestra que este material es el  idóneo,  tanto para  la adhesión neurítica como para  su 
elongación tras distancias. Por otra parte, los estudios de cultivos han mostrado que este 
sustrato permite  la  adhesión  y  supervivencia de  células propias del  sistema  nervioso 
central (SNC), como los astrocitos, cuya presencia es esencial para restaurar el ambiente 
homeostático  interno  tan  característico  del  SNC  y  formar  una  nueva  barrera 
hematoencefálica. Otro aspecto relevante de este material es su capacidad de estimular 
la  proliferación  de  la  GEBO,  células  promotoras  de  la  regeneración  y, 




Por  lo  tanto, y  teniendo  en  cuenta  los objetivos principales del  implante  tras una 
lesión  medular  (adhesión  y  elongación  axonal;  crecimiento  de  células  propias  del 
sistema  nervioso  central,  como  los  astrocitos;  sustrato  óptimo  para  el  crecimiento  e 
invasión  de  células  promotoras  de  la  regeneración,  como  la GEBO;  etc),  se  eligió  la 







Los  experimentos  estuvieron  caracterizados  por  una  elevada  mortalidad  de  los 
animales, situada en un 29% de los individuos operados (Tabla 3). La mayor mortalidad 
se registró en el grupo experimental con puente sin células transplantadas, aunque no se 
observó  correlación  con  este  tratamiento  como  responsable  de  la  muerte  de  más 
individuos. La causa principal de la muerte de los animales fue la pérdida de función de 
la vejiga urinaria. Estos problemas se derivan, por una parte, de  la pérdida del control 
supraespinal  de  la  función  vesical  como  consecuencia  de  la  interrupción  de  fibras 
procedentes de la corteza cerebral y del centro pontino de la micción. Por otra parte, de 
la  pérdida  de  la  información  sensorial  sobre  el  estado  de  la  vejiga  (por  ejemplo, 
información  sobre  la presión vesical),  como  consecuencia de  la  interrupción de  fibras 










Tabla 3: Número 
total de individuos
utilizados en cada 
grupo experimental y 
número de individuos 
que llegaron al final 
del experimento tras 
60 días. El número de 
animales 
supervivientes al final 
del experimento en 
cada grupo fue de: 4 
para los controles; 3
para los puentes; y 5 






similar al del  tejido medular, aunque con  la  región medial adelgazada y  transparente, 
sin mantenimiento del diámetro medular. Por último, en  los  individuos que recibieron 
transplantes  de  células  de  GEBO,  el  puente  presentó  una  consistencia  mayor,  con 
mantenimiento del diámetro medular  y  con una perfecta  integración  en  el  tejido.  Sin 




Figura 47: Aspecto de las médulas tras su extracción a los dos meses de supervivencia. En los
individuos control se formó una matriz de tipo coágulo que mantuvo unidos los dos muñones, mientras que
en los individuos con puente se observó mantenimiento del diámetro medular y la formación de una matriz
más densa. (Imágenes tomadas con una cámara Nikon Coolpix 4500).  
4.3.4.2. Estudios anatómicos 
Trazado  del  tracto  corticoespinal  con  biotina  dextranoamina  y  de  las  células  de 
glía envolvente de bulbo olfativo transplantadas 
El  tracto  corticoespinal  (TCE)  de  la  rata  discurre,  principalmente,  por  la  región 
dorsal  de  la  médula,  identificándose  principalmente  en  las  regiones  dorsomedial  y 
dorsolateral. Por esta  razón, el  trazado del TCE  se buscó en  las  secciones horizontales 
más  dorsales  de  los  animales  de  este  estudio.  En  todos  ellos  se  detectó marcaje  con 
biotina dextranoamina (BDA) en los axones del TCE, marcando fibras principalmente en 
la región dorsomedial contralateral al hemisferio donde se inyectó el trazador. Las fibras 
aparecieron  únicamente  en  el muñón  rostral,  que  tiene  continuidad  con  el  cerebro,  e 
inmediatamente anteriores a la barrera de astrocitos reactivos que constituye la cicatriz 
glial  (Figura  48A).  En  ningún  caso  se  observaron  fibras  que  cruzaran  esta  cicatriz  e 
invadieran  el  interior de  los  puentes,  indicando  que  no  existió  regeneración de  estos 









Figura 48: Trazado del tracto corticoespinal mediante biotinadextranoamina. En todos los individuos
se observó a los axones del TCE marcados (rojo) hasta la barrera que forma la cicatriz glial (flecha verde)
de astrocitos marcados con GFAP (verde), donde se acumuló formando bulbos de retracción (flechas
blancas) (A). En la siguiente imagen se muestra un detalle de los bulbos de retracción de los axones del
TCE en colapso (B). (Barras de 200μm en A y 100μm en B).  
Por otra parte, el marcador celular vital CFDA‐SE, con el que se trazaron las células 
de GEBO  transplantadas, se perdió por completo en  todos  los  individuos, bien porque 
las células habían muerto o bien porque el colorante se había degradado. Por lo tanto, se 






medulares  en  su  región  exterior.  Esta  banda  estaba  probablemente  constituida  por 
células  procedentes  de  los  muñones  medulares  lesionados,  de  la  meninge  que  los 






Posteriormente  mostraremos  como  es  en  esta  región  donde  se  detecta  una  mayor 
cantidad de  células promotoras del  crecimiento axonal,  como  las  células de Schwann, 
además de  ser  la  región donde  se observó mayor  crecimiento neurítico. Por  ello,  esta 
región particular, que apareció en todos  los  individuos,  independientemente del grupo 
experimental, se llamará región de alta densidad celular. 
En estas misma secciones fue identificada la cicatriz glial mediante inmunomarcaje 
de  los  astrocitos  reactivos hipertróficos  con GFAP monoclonal. Este anticuerpo mostró  la 
barrera que forman estas células, aislando el SNC después de una lesión, formando una 
banda intensamente marcada para GFAP (Figura 49, color rojo) en torno a los muñones 
medulares  lesionados,  a  través  de  la  cual  no  pudieron  cruzar  los  axones  centrales 
regenerativos. Este marcador reveló  la ausencia de marcaje en el exterior del tejido del 
sistema  nervioso  central,  indicando  que  los  astrocitos  ni  invadieron  los  puentes  ni 




de  los puentes, procediendo  según  su  trayectoria de  las  raíces dorsales vecinas. Estas 
fibras  se  localizaron  en  toda  la  extensión  de  la matriz  extracelular  nformada  en  los 
individuos  control  (Figura  49  CTR  y  A),  disponiéndose  de  manera  irregular  y 
desorganizada. En los individuos con puentes, tanto con transplantes celulares como sin 




un  aspecto  esponjoso  con multitud  de  fisuras  a  través  de  las  cuales  se  introdujeron 
células.  Estas  regiones  con  células  del  interior  de  los  puentes  no  promovieron  el 





Figura 49: Marcaje de neuritas con Neurofilamento (verde), astrocitos con GFAP (rojo) y núcleos
con Hoechst (azul) en los tres grupos experimentales. Se observa el marcaje de los astrocitos de la
cicatriz glial en los tres grupos, formando una barrera a través de la cual no lograron pasar los axones
centrales. Sin embargo, el marcaje neurítico mostró la invasión de neuritas desde las raíces dorsales vecinas
penetrando en la matriz control (A) e invadiendo únicamente la matriz fibroso-celular que rodeó a los
puentes de los individuos implantados (B y C). En todos los casos hubo invasión celular, quedando
restringida, en los individuos implantados, a una banda de matriz extracelular que rodeó los puentes, y en
algunas ocasiones por el interior de fisuras generadas en los mismos. (Muñón caudal a la izquierda y rostral




examinamos, mediante  otros marcadores,  si  las  fibras  que  penetraron  en  los  puentes 
procedían de fibras sensoriales, colaterales de  las raíces dorsales vecinas emitidas en  la 
zona de lesión. Como la trayectoria de las neuritas apuntó claramente a su procedencia 
de  raíces  dorsales  vecinas  (Figura  49),  procedimos  a  marcar  los  tipos  de  fibras 
sensoriales más  abundantes  en  los ganglios y  raíces dorsales periféricas, mediante un 
anticuerpo  contre  el  péptido  relacionado  con  el  gen  de  la  calcitonina  o  CGRP.  Este 
marcador,  que  lo  expresan  abundantemente  pequeñas  fibras  nociceptivas  amielínicas 
procedentes de los ganglios de la raíz dorsal (Hildebrand et al., 1997), ha sido descrito en 
numerosas colaterales en la médula tras una lesión, llegando a verse fibras procedentes 
de hasta  5  segmentos medulares más  allá del  segmento  lesionado  (Traub  et  al.,  1989; 
Belyantseva and Lewin, 1999), por lo que las fibras CGRP positivas detectadas en la zona 
de lesión, que proyecten desde raíces dorsales vecinas, proceden con seguridad de estos 
colaterales. En  los  tres grupos experimentales se observó marcaje de estas  fibras en  las 
raíces  dorsales  vecinas  al  segmento  medular  lesionado,  desde  donde  los  terminales 
fibrosos siguieron  trayectorias por el exterior de  los muñones medulares hasta  invadir 
las  regiones más proximales, principalmente  la  región de  alta densidad  celular, e  incluso 
penetraron  ligeramente  los  puentes  por  la  matriz  generada  en  torno  a  los  mismos 
(Figura 50A, B, C y D, flechas verdes). Conjuntamente con este marcador, teniendo en 
cuenta  que  la  emisión  de  colaterales  por  estas  fibras  es  un  proceso  de  nueva 
neuritogénesis,  examinamos  la  inmunorreacción  con un  anticuerpo  contra  la proteína 
del  citoesqueleto Neurofilamento 200  (NF200),  cuya  expresión aparece principalmente 





otro  tipo de  fibras  sensoriales procedentes de  las  raíces vecinas, porque presentan un 
crecimiento difuso y desorganizado. Observamos algunas fibras invadiendo los puentes 







Figura 50: Marcaje de fibras peptidérgicas CGRP (verde), fibras en crecimiento con NF200 (rojo) y
núcleos con Hoechst (azul). En los tres grupos experimentales se observaron fibras CGRP invadir la
región de alta densidad celular (radc), mostrada entre las líneas punteadas amarilla (que marca el fin del
muñón medular), y la azul (que marca el comienzo del puente), y algunas regiones de los puentes. Su
procedencia es a partir de colaterales de axones de las raíces dorsales vecinas. En individuos control se
observó la invasión de fibras CGRP-positivas desde una raíz dorsal hacia la zona del puente (A), llegando a
ocupar la radc. En este caso estas fibras se vieron acompañadas de otras positivas para NF200 (B). En
muchos de los casos, estas fibras expresaron simultáneamente ambos marcadores (E, F y G). En los
individuos con implante se comprobó el mismo patrón de las fibras CGRP y NF200 que invadían la región
fibroso-celular a partir de colaterales de las raíces dorsales vecinas (C). En algunos individuos se observó la
invasión de fibras NF200-positivas que podrían corresponderse con fibras propioceptivas en crecimiento
procedentes de las raíces vecinas, las cuales invadían la radc. En algunas ocasiones estas fibras expresaron
conjuntamente el péptido CGRP (H, I, J y K). Por último se comprobó este mismo patrón en los individuos
con transplante (D), donde las neuritas invadieron los puentes desde raíces vecinas. (Barras de 500μm para
B, C y D; de 300μm para A; de 50μm para E, F, G, H, I, J y K).  








en  el  que  la  lesión  producida  no  fue  periférica  sino  central,  también  se  observó  una 
expresión acentuada de  este péptido  en  todos  los grupos  experimentales,  tanto en  los 
somas de los GRD como en las motoneuronas de los muñones rostral y caudal a la lesión 
(Figura  51). Este marcador, utilizado  conjuntamente  con  el NF200, mostró  también  la 
expresión de esta proteína del citoesqueleto en algunos de los cuerpos neuronales de los 
GRD,  aunque  raras  veces  colocalizaba  con  el  péptido  CGRP  (Figura  51A,  B  y  C). 





Figura 51: Expresión de CGRP (verde) y NF200 (rojo) en los somas de las neuronas de los ganglios
de la raíz dorsal y en motoneuronas espinales. En todos los individuos en los que se cortó un ganglio se
detectó marcaje somático para el péptido CGRP, señalando a las neuronas nociceptivas peptidérgicas (A y
C). Por otra parte, muchos de los somas que no expresaron el péptido CGRP sí expresaron la proteína
NF200 (B y C), mientras que un número bajo de ellas expresó los dos marcadores (C). Este
comportamiento también fue observado en motoneuronas espinales, que expresaron el péptido CGRP (A y
C) o la proteína NF200 (B y C), aunque en este caso la mayoría de las células expresaron los dos
marcadores (C). (Barras de 200μm para A, B y C; barra de 100μm para D, E y F).  
Una vez identificados el tipo de fibras que habían crecido en la zona de lesión y su 
procedencia, intentamos identificar el tipo o tipos celulares que estaban presentes en los 
puentes,  tanto  aquellas  que  son  promotoras  de  la  regeneración,  como  las  células  de 
Schwann  (CS),  como  las  asociadas  a  una  respuesta  inflamatoria,  como  son  los 








comportamiento típico de  las CS promotoras de  la regeneración tras una  lesión. En  los 
controles  se  observaron  muchas  células  p75‐positivas  en  el  interior  de  los  puentes, 
dispuestas  de  forma  dispersa  y  desorganizada.  En  algunas  regiones  de  la  matriz 









individuos  que  recibieron  puentes  de  quitosano  +  gelatina,  independientemente  de  si 
habían  recibido  o no  transplantes de  células de GEBO,  la presencia  y  localización de 
estas células fue similar, concentrándose en la región de alta densidad celular (Figura 52D, 
L, N y O) así como en la matriz fibroso‐celular que rodeó a los puentes (Figura 52J y M). 









Para  identificar  las CS  no mielinizantes,  finalmente  realizamos  un marcaje  doble 
para el receptor p75 y  la proteína GFAP (Jessen et al., 1984; Jessen et al., 1990). Para  la 
identificación de la proteína GFAP, se utilizó el anticuerpo policlonal anti‐GFAP, que se 




inmensa  mayoría  de  estas  células  presentaron,  además,  una  morfología  fusiforme 
(Figura 53A, B y C). En algunas  regiones, como  la matriz que  rodeó a  los puentes,  se 
identificaron gran  cantidad de  células  fusiformes que  expresaron  los dos marcadores, 
aunque  también  hubo  células  positivas  únicamente  para  el  receptor  p75  o  para  la 
proteína  GFAP  (Figura  53D,  E  y  F),  probablemente  dos  subpoblaciones  de  CS. 











Figura 52: Marcaje de células de Schwann con p75 (rojo), de fibras neuríticas con Neurofilamento
(verde) y de núcleos con Hoechst (azul). En la matriz control se detectaron gran cantidad de CS
estrechamente asociadas a fibras neuríticas (A, B y C), llegando en multitud de ocasiones a envolver a las
mismas a razón de una CS por cada fibra (D, E y F). La presencia de células fue muy alta en la región de
alta densidad celular (radc), donde se observaron CS asociadas, en unos casos, a una sola fibra
longitudinalmente (G) mientras que en otros, rodearon a pequeños paquetes neuríticos (H e I). En los
individuos con implantes únicamente se vieron estas células en la matriz fibroso-celular que rodeó a los
puentes (J) aunque el mayor número de células se encontró en la radc (K y L). Este comportamiento fue
similar al visto en los individuos con transplante, donde gran cantidad de neuritas aparecieron envueltas por
CS (M, N y O). (Barras de 200μm para H; 100μm para G, J, K, L y M; 50μm para A, B, C, I y N; 30μm





Figura 53: Marcaje para la proteína GFAP (verde), para el receptor p75 (rojo) y nuclear con
Hoechst (azul). Las células fusiformes p75-positivas se identificaron como células de Schwann (CS), ya
que muchas de ellas estaban estrechamente asociadas a fibras neuríticas y, a su vez, marcaban para el
anticuerpo policlonal anti-GFAP, típico de glía periférica. Se muestran imágenes representativas de algunas
CS encontradas en los controles con morfología fusiforme (A, B y C); también se encontraron estas células
en la región de alta densidad celular de los individuos con puentes, donde se observó gran abundancia de
las mismas (D, E y F). Misma región en los individuos transplantados en G, H e I. (Barras de 100μm para
D, E y F; barras de 50μm para A, B, C, G, H e I).  
Para  identificar  una  posible  respuesta  inflamatoria  al  implante,  buscamos  la 
presencia de células  inmunes en  los puentes,  indicativas de una reacción de rechazo a 
los  mismos.  La  inmunotinción  para  el  receptor  de  linfocitos  T  activados  (TCRα/β) 







de  los mismos  (Figura 54B y C). Sin embargo, no se vieron estas células dentro de  los 
poros de los materiales constituyentes de los puentes. 
 
Figura 54: Marcaje para el receptor de células Tα/β (verde) y nuclear con Hoechst (azul). Regiones
representativas de la matriz a modo de puente de los individuos control (A), o con puente (B) y puente +
transplante (C), donde se observaron acúmulos de estas células en algunas de las fisuras de los puentes tras
su fragmentación por los movimientos de los animales. (Barras de 100μm para B y C; 50μm para A).  
Los  inmunomarcajes  para  la  proteína  de  membrana  lisosomal  CD68  y  el 
proteoglicano  NG2  identificaron  células  con  actividad  fagocítica  (CD68‐positivas), 
astrocitos  tipo  II  y  progenitores  de  oligodendrocitos  (NG2‐positivas).  Las  células 
fagocíticas  se  detectaron  en  la matriz  formada  en  la  región  externa  que  rodeó  a  los 
muñones  medulares  (región  de  alta  densidad  celular),  además  de  las  regiones  más 




mientras  que  en  otros  casos  se  vio marcaje  fuera  del  tejido medular,  identificándose 
grupos  de  células  con  morfología  fusiforme  y  alargada.  Aunque  las  células  tipo 
macrófago  expresan  el proteoglicano NG2  (Bu  et  al.,  2001),  en  este  caso, y ya que no 
expresaban  conjuntamente  el  marcador  CD68  típico  de  macrófagos,  se  identificaron 






Figura 55: Marcaje para la proteína CD68 (verde), para el proteoglicano NG2 (rojo) y nuclear con
Hoechst (azul). Se muestran imágenes de la región de alta densidad celular de individuos control (A, B y
C), con puente (D, E y F) o puente + transplante (G, H e I), donde se observa el marcaje para CD68,
asociado a macrófagos, en las regiones más proximales a los muñones medulares, mostrando las regiones
de mayor actividad fagocítica. El anticuerpo para NG2 se unió a los astrocitos reactivos de la cicatriz glial y
a un grupo de células fusiformes del exterior del tejido, asociado a CS o a precursores gliales. (Barras de
200μm para A, B y C; 100μm para D, E, F, G, H e I).  
Anatomía estudiada con tinción tricrómica de Mallory con azul de anilina 







Figura 56: Tinción histológica con Tricrómico de Mallory con azul de anilina. Se observa la matriz
formada en los controles (CTR), constituida principalmente de células y fibras de matriz extracelular de
colágeno (azul). Se observó la formación de cavidades quísticas en el tejido medular y a lo largo de toda la
matriz generada en los individuos control. En los individuos con implante, se observó la presencia del
puente sin degradar y el alto grado de fragmentación que experimentaron muchos de ellos. En estos casos
no se observaron las cavidades quísticas en el tejido medular. También se observó la deposición de matriz




En  las  médulas  control  se  observó  matriz  fibroso‐celular,  generando  un  puente 
natural  entre  los  muñones  medulares  lesionados  (Figura  56CTR).  Se  observó  la 
presencia de grandes quistes en el  tejido medular,  típicos del proceso de degeneración 
secundaria  que  ocurre  tras  una  lesión  medular,  así  como  la  presencia  en  la  matriz 
generada  entre muñones  de  un  fuerte marcaje  de  fibras  basófilas  (Figura  56,  fibras 
azules),  indicativo  de  la  presencia  de  fibras  de  colágeno,  con  muchas  cavitaciones 
cavitaciones  que  confieren  a  la  estructura  un  aspecto  esponjoso.  En  algunos  de  los 
individuos control se detectó la presencia de otro tipo de fibras más compactas de tipo 
acidófilo  y  aspecto  estrellado,  probablemente  depósitos  de  fibrina,  acorde  con  la 
estructura  de  tipo  coágulo  de  esta matriz  (Figura  57A,  color  rojo). Un  estudio más 
detallado de  la matriz control  reveló  la presenci, en el  interior de algunas  regiones de 
vasos  sanguíneos,  indicativos  de  neovascularización  (Figura  57B).  Los  puentes  de 
quitosano + gelatina  implantados, tanto en el grupo experimental  transplantado como el 
que  no  recibió  transplantes,  permanecieron  intactos,  es  decir,  no  experimentaron 
degradación de  su material ni  sustitución del mismo por  tejido del animal,  indicando 
que la mezcla de quitosano + gelatina presentó una gran resistencia a la degradación. Por 
otra  parte,  todos  los  puentes  aparecieron  fragmentados  y  con  fisuras,  generadas 
probablemente por el movimiento de  los  individuos   (Figura 56 Puente Q+G y Puente 
Q+G  con Transplante),  indicando que el puente  fue perdiendo consistencia y  rigidez. 
Como  se  indicó al describir  la  inmunotinción, en  todos estos  individuos  se observó  la 
matriz  fibroso‐celular  que  rodeaba  a  los puentes por  su  región  exterior  (banda  azul), 
desde la cual se produjo invasión celular por las fisuras de los puentes (Figura 57C, D, E 
y  F).  Las  células  que  invadieron  los  puentes  estuvieron  acompañadas  de  matriz 
extracelular, principalmente  fibras de colágeno  (Figura 57, marcaje azul). En  todos  los 
individuos  que  recibieron  puentes  se  detectó  la  presencia  de  quistes  en  el  tejido 






Figura 57: Detalles del interior de los puentes teñidos con Tricrómico de Mallory con azul de anilina.
Se observa la gran cantidad de células (puntos oscuros) y matriz extracelular, principalmente colágeno
(azul), en los individuos control (A y B). En algunos individuos se observaron acúmulos de fibrina (rojo),
probablemente como consecuencia de un sangrado postquirúrgico y la presencia de vasos sanguíneos que
apuntan a procesos de neovascularización (B). En los individuos con puentes (C y D) se observó la
invasión de un gran número de células y matriz extracelular por las fisuras de los puentes, que definen los
lugares que fueron invadidos por fibras y células de Schwann. En los individuos con transplantes (E y F) se
observó el mismo patrón que los que no recibieron transplante. Se observa la presencia de células y
moléculas de matriz extracelular en la matriz fibroso-celular que rodeó a los puentes (F). (Barras de 200μm






Como describimos en  los estudios anatómicos,  la presencia de  fibras neuríticas en 
los puentes fue muy escasa y  las fibras no correspondieron a axones centrales del TCE 
ni, probablemente,  a ningún  otro  tracto  axonal  supraespinal,  que no  logró  superar  la 
barrera de la cicatriz glial. Estas observaciones se reflejaron en la evaluación locomotora 
en campo abierto (test BBB) como ausencia de movimientos funcionales voluntarios de 
los miembros  inferiores, detectándose únicamente algunos movimientos  reflejos en  las 
articulaciones asociadas a descargas reflejas que desencadenan espasticidad (Figura 58). 
 
Figura 58: Puntuación obtenida en la escala de evaluación locomotora BBB. Los individuos control
(línea azul) y los individuos con puente (línea verde) presentaron aproximadamente la misma puntuación a
lo largo de todo el período de estudio, no superando la puntuación de 2 en ningún momento. El grupo de
puente + transplante (línea naranja) presentó mayor motilidad pero que no pasó de la puntuación de 5. En
todos los casos, los movimientos observados se asociaron a movimientos espásticos de los miembros
inferiores (Representación de la media ± error estándar de n=4 para los controles; n=3 para los puentes; n=5







mayor  movilidad  en  las  articulaciones  de  los  miembros  inferiores,  en  ningún  caso 






Figura 59: ANOVA de la
puntuación BBB entre los
grupos experimentales
control, puente y puente +
transplante. Aunque no se
observaron diferencias
entre cada uno de los








































et  al.,  2003b; Mingyu  et  al.,  2004),  donde  se  propone  a  éste  y  sus mezclas  con  otros 
compuestos como buenos candidatos para su uso en reparación nerviosa. Sin embargo, 
la  consistencia  de  estos  geles  es  insuficiente  para  el  diseño  de  estructuras 
tridimensionales  aptas  para  la  construcción  de  puentes  destinados  al  implante, 
habiéndose propuesto las concentraciones al 2% como las óptimas para fabricar tubos a 
modo de puente  (Freier et al., 2005; Ciardelli and Chiono, 2006; Wang et al., 2007). Sin 
embargo, no existe evidencia de que  la  concentración adecuada para una  consistencia 
adecuada de los puentes (2%) tenga las mismas propiedades beneficiosas in vitro que las 
descritas para una concentración al 1%. En este trabajo hemos comprobado que los geles 
de  quitosano  al  2%,  además de presentar una  rigidez  adecuada para poder  construir 
puentes, presentan una superficie celular más pro‐adhesiva. 
En primer lugar evaluamos la rigidez y consistencia de los geles preparados a partir 
de  ambas  soluciones.  Estos  geles,  construidos  mediante  la  precipitación  en  medio 
alcalino, mostraron que  la  estructura de  los geles  al  1% presentaban una  consistencia 
sustancialmente  inferior  a  la  de  los  geles  al  2%,  confiriéndoles  una  estructura 
inmanejable para la construcción de puentes. Sin embargo, el aumento de la consistencia 
no tuvo su reflejo en la morfología de los geles estudiada por microscopía electrónica de 
barrido  ambiental  (ESEM),  algo  que  ya  se  había  observado  para  geles  de  quitosano 
construidos  por  el  método  de  congelación‐secado  (Madihally  and  Matthew,  1999). 
Basado en estas observaciones, postulamos que  las diferencias observadas en cuanto a 
su rigidez eran debidas a variaciones en el tipo e intensidad de las interacciones entre las 
cadenas  sacarídicas del  polímero. Estas  interacciones deberían  ser  consecuencia de  la 
naturaleza  policatiónica  del  quitosano  que  hacen  de  la molécula  una  estructura muy 






responsables,  a  su  vez,  de  la  solubilidad  del  quitosano  en medio  acuoso  cuando  se 
encuentran en protonados a pH ácido (Madihally and Matthew, 1999). A medida que el 
pH se va haciendo alcalino, estos grupos se desprotonan, permitiendo  la  formación de 
enlaces  de  hidrógeno  entre  los  grupos  más  polares  de  la  molécula  (Figura  60), 
conduciendo a  la  formación de un gel  tridimensional  (Chenite et al., 2000). Aunque se 
han  descrito  otras  formas  de  gelificación  del  quitosano,  como  su  entrecruzamiento 
covalente con compuestos aniónicos (Back et al., 1979), en este trabajo se ha inducido la 
gelificación mediante  interacciones  iónicas  en medio  alcalino  por  ser  éste  un método 
más seguro, biocompatible  (Berger et al., 2004) y que, además, parece más útil para  la 
construcción  de  puentes  (Ciardelli  and  Chiono,  2006).  Teniendo  en  cuenta  que  la 
Figura 60: Gelificación del quitosano según al incrementarse el pH. El quitosano se compone 
de monómeros de β(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucosa que forma cadenas cuyos grupos amino 
están protonados (-NH3+) a pH<6, impidiendo su interacción por repulsión electrostática. A 
pH>7, los grupos amino se desprotonan (-NH2) y se pueden establecer enlaces de hidrógeno 
entre ellos, induciendo la gelificación del quitosano. 
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morfología es similar en  los dos geles, el aumento de  la concentración de quitosano al 




Estas  diferencias  de  su  rigidez  se  reflejaron  en  las  propiedades  adhesivas  de  su 
superficie.  Así,  en  los  estudios  de  adhesión  y  proliferación  de  células  C6  y  PC12 
comprobamos  que  estas modificaciones dieron  lugar  a  aumentos  significativos  en  las 
tasas de proliferación de ambos tipos celulares en las superficies de quitosano al 2% con 
respecto  al  polisacárido  al  1%.  Además  de  los  estudios  morfológicos  por  ESEM,  se 
procedió a medir  la  tensión superficial de  las superficies de quitosano al 2% mediante 
las medidas del ángulo de contacto, para compararlas con las realizadas en el quitosano 





superficies  con  ángulos  de  contacto  más  bajos  son  las  más  hidrofílicas  (Vogler, 
1988;Vogler, 1999), y que cuanto más hidrofílica sea una superficie más adhesiva es para 
las  células  (Grinnell and Feld, 1982; van Wachem et al., 1985; van Kooten et al., 1992; 
Altankov  et  al.,  1996),  el  hecho  de  que  las  superficies  de  quitosano  2%  sean  más 
proadhesivas  se debe, probablemente, a criterios exclusivamente mecánicos como, por 
ejemplo,  que  el  aumento  de  la  rigidez  promueva  la  adhesión  celular,  quedando 













poseer un pKa mayor  (Anthonsen  et  al.,  1993),  ésta no  fue  razón  suficiente para  que 
fuese  la  superficie  más  adhesiva  y  promotora  de  la  proliferación  en  ambos  tipos 
celulares, como ocurrió en el caso de  las células C6. En el caso de  las células PC12  se 
obtuvo  el  resultado  esperado,  es  decir,  el  comportamiento  de  las  células  en  las  tres 















las  células,  ya  que  las  células  PC12  dejan  de  dividirse  cuando  se  exponen  a  la 
neurotrofina NGF (Rudkin et al., 1989).  
Las células C6, sin embargo, se comportaron de manera completamente distinta, ya 
que  su  tasa  de  proliferación  sobre  las  superficies  de  quitosano  al  2%  fueron 
significativamente  superiores a  las observadas  tanto en  las  superficies de quitosano al 
1% como en los pocillos control con PLL. En este caso, este comportamiento se achacó a 
características  intrínsecas de  las células C6, que se sabe que expresan en su membrana 
GAG  con  monosacáridos  componentes,  como  la  N‐acetilglucosamina,  capaces  de 
adherirse a  superficies de  crecimiento  (Berezovskaya  et al., 1995). Teniendo  en  cuenta 
que  el  quitosano  posee  una  estructura  química  similar  a  los GAG  y  que  favorece  la 
unión o deposición de los mismos (Denuziere et al., 2000; Xia et al., 2004; Tillman et al., 
2006), el aumento de  la adhesión y proliferación de  las células C6 en el quitosano 2% 
podría  ser debido  al  aumento  en  la  superficies del quitosano de  los grupos químicos 
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En  vista  de  estos  resultados,  parece  que  el  aumento  en  la  concentración  de 
quitosano  genera  nuevos  enlaces  intramoleculares  que  son,  probablemente,  de  tipo 
electrostático  y  que  se  traducen  en  un  aumento  de  la  consistencia  y  rigidez  del  gel. 
Aunque  la  morfología  de  los  dos  geles  fue  similar,  y  aunque  la  polaridad  de  las 
superficies  de  quitosano  al  2%  hace  de  ellas,  en  principio,  unas  superficies  menos 
adhesivas,  probablemente  ocurrió  algún  cambio  físico‐químico,  con  modificación 
mecánica de su estructura, que hicieron de esta superficie un sustrato más adhesivo y 
promotor  de  la  proliferación  celular.  Teniendo  en  cuenta  los  efectos  positivos  del 
aumento  de  la  concentración,  proyectamos  mejorar  las  propiedades  adhesivas  del 
quitosano modificándole mediante mezclas  con  gelatina  y  PLL,  como  publicó Cheng 
Mingyu (Cheng et al., 2003b; Mingyu et al., 2004), evaluando el efecto del aumento de la 
concentración en las propiedades de las mezclas con gelatina y PLL.  











(Cheng  et  al.,  2003a; Mingyu  et  al.,  2004). En  este  trabajo  hemos  comprobado  que  el 
aumento de la concentración de quitosano del 1 al 2% modificó las proporciones óptimas 
en las que se debe mezclar el quitosano con la gelatina y la PLL para obtener la mezcla 




realizados  por  Cheng Mingyu  determinaron  que  la  relación  óptima  para mezclar  el 
quitosano  con  la  gelatina  fue  de  0.6,  y  de  0.03  para  la  PLL.  Sin  embargo,  cuando  se 





en  medio  ácido.  El  quitosano  posee  una  gran  cantidad  de  cargas  positivas  en  su 
estructura  (Horisberger  and  Clerc,  1988)  que  facilitan  su  unión  electrolítica  con 
moléculas  cargadas  negativamente  como  la  gelatina,  generando  un  complejo 
polielectrolítico (Figura 61A) con una fuerte interacción entre ambos compuestos (Yin et 




física  por  interpenetración  de  una  red  (SPIN)  (Ikada,  1994).  El  aumento  en  la 
concentración  de  quitosano  incrementó,  como  se  ha  comentado  anteriormente,  la 
presencia de más grupos  amino  reactivos  libres por unidad de volumen,  induciendo, 
probablemente, una mayor  interacción  con  las moléculas de  gelatina  y de PLL. Estas 
interacciones, a su vez, tuvieron su reflejo en  la polaridad de  las superficies,  traducido 
en modificaciones de  la hidrofilicidad medida mediante el ángulo de contacto. Así,  las 
medidas de ángulo de  contacto de  las  superficies de quitosano mezclado  con gelatina 
realizadas  en  este  trabajo,  mostraron  que  todas  presentaban  ángulos  de  contacto 
superiores a los descritos hasta la fecha, indicando que tuvieron que existir interacciones 
entre  las moléculas que conducían directamente a  la reducción de  los grupos químicos 
polares  en  su  superficie.  Ya  comentamos  anteriormente  que  el  aumento  de  la 
concentración de quitosano es capaz de inducir, por sí solo, un aumento del ángulo de 
contacto desde los 65˚ descritos, hasta los aproximadamente 80‐85˚ grados registrados en 
este  estudio,  indicando  así un  fuerte  aumento de  la hidrofobicidad de  las  superficies. 
Este aumento también se mantuvo en las mezclas con gelatina. Teniendo en cuenta que 
observamos  un  aumento  considerable  del  ángulo  de  contacto  de  las  superficies  de 
gelatina sin mezclar (rg= 1), pasando de los aproximadamente 50˚ publicados (Cheng et 
al., 2003b) a  los más de 75˚ descritos en este  trabajo, concluimos que el aumento en  la 
 172
DISCUSIÓN 
hidrofobicidad de  las  superficies  fue debido,  tanto al aumento de  la  concentración de 
quitosano, como al  tipo de gelatina utilizada. El hecho de que  la gelatina utilizada en 
este  trabajo  dé  lugar  a  superficies  más  hidrofóbicas,  se  debió,  probablemente,  a 
diferencias  en  el  tipo de  gelatina utilizada,  aunque no pudimos  asegurar  tal  extremo 
debido  a  la  ausencia  de  información  en  las  publicaciones  sobre  la  procedencia  de  la 
gelatina  utilizada.  Pero  no  solo  se  observó  un  aumento  de  la  hidrofobicidad  en  las 
mezclas,  sino  que  también  se  anuló  el  efecto  descrito  en  el  que  los  aumentos  de  la 
concentración  de  gelatina  en  las  mezclas  disminuían  progresivamente  el  ángulo  de 
contacto,  indicando que  las superficies  iban siendo cada vez más hidrofílicas, todo ello 
traducido en un aumento de la adhesión y neuritogénesis de las células PC12 cultivadas 
sobre  ellas  (Cheng  et  al.,  2003).  Estos  cambios  se  tradujeron  en  disminuciones  en  la 




por  el  quitosano  de  los  grupos  pro‐adhesivos  de  la  gelatina.  El  aumento  en  la 
concentración de quitosano provocaría, de este modo, un aumento en  las  interacciones 
electrostáticas  con  la  gelatina,  lo  que  bloquearía  los  grupos  pro‐adhesivos  para  las 
células PC12, pasando  a  formar parte del  complejo polielectrolítico. Los  estudios  con 
cultivos  mostraron,  además,  una  homogeneización  del  comportamiento  adhesivo  en 
todas  las  mezclas,  eliminándose  las  diferencias  estadísticamente  significativas  entre 
ellas.  Estas  observaciones  apuntan  de  nuevo  al  enmascaramiento  de  los  efectos  pro‐






El estudio  con PLL mostró  resultados de adhesión  similares a  los observados con 
gelatina. El incremento en la concentración de quitosano en este caso también indujo un 
enmascaramiento  de  los  grupos  pro‐adhesivos  de  la  PLL,  que  tuvo  como  resultado 
porcentajes de diferenciación y elongación neurítica de las células PC12 inferiores a los 




adhesivo del aumento  en  la  concentración de PLL  sobre  los geles de quitosano al 1% 
(Mignyu et al., 2004), lo que apuntó nuevamente al enmascaramiento descrito. Teniendo 
en cuenta que el incremento en la adhesividad por la PLL fue consecuencia del aumento 
de  las  cargas positivas en  las mezclas, al aumentar  los grupos amino  libres adhesivos 
(Cheng  et  al.,  2003a; Mingyu  et  al.,  2004)  que  causaban  un  incremento  en  la  tensión 
superficial (Chau and Porter, 1991), la disminución de la adhesividad tuvo deberse a una 
disminución de estos grupos, que probablemente estarían implicados en la formación de 





comportamiento  similar  al  observado  para  las mezclas  con  gelatina,  es  decir,  que  en 
todos los casos la hidrofobicidad fue mayor y que no se observaron diferencias entre las 
mezclas. El  estudio de  diferenciación  y  neuritogénesis  realizado  con  las  células PC12 
mostró nuevamente  el  enmascaramiento del  efecto de  la PLL  en  los geles, porque  en 
todos  los  casos  ambos  parámetros  fueron  inferiores  a  los  geles  al  1%  y,  además,  se 
produjo una normalización de  las distintas mezclas. Todos estos datos sugieren que es 








este extremo. Para elegir  la  relación de mezcla óptima entre quitosano y PLL,  se optó 
nuevamente por seguir un criterio numérico, al que se sumó un criterio de promoción de 
la diferenciación a largo plazo, es decir, elegimos aquellas mezclas que promoviesen tras 
los  5  días  del  estudio.  Aunque  PL‐0.5  y  PL‐1  tuvieron  valores  de  diferenciación  y 
longitud  neurítica  similares,  el  hecho  de  que  tras  5  días  en  cultivo  únicamente 
aumentase  la adhesión y emisión neurítica en PL‐1  (rpll= 0.01), condujo a elegir a esta 
mezcla  como  la  idónea  para modificar  el  quitosano  con  PLL.  Al  ser  implantado  en 
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modelos  in  vivo,  se  requerirán  tiempos  de  supervivencia  largos,  implicando  que  los 




La siguiente parte del  trabajo  fue establecer cual de  las mezclas del quitosano con 
gelatina o PLL de las anteriormente estudiadas, más la mezcla de los tres componentes, 
era  la  óptima  para  construir  puentes  implantables  en  lesiones  medulares.  Tras  un 
estudio de adhesión y proliferación con células propias del SNC y ensayos de extensión 
neurítica con ganglios de la raíz dorsal (GRD) establecimos que la mezcla de quitosano + 






El  estudio  físico‐químico mostró  que  las  interacciones  entre  los  tres  compuestos 
fueron  de  tipo  electrolítico,  dando  lugar  a  cambios  en  las  propiedades  adhesivas  y 
estructurales de las mezclas. Mediante la técnica de espectrofotometría infrarroja (FTIR) 
y RAMAN (ER), estudiamos los tipos de enlaces de las moléculas en base a las energías 
de  vibración  molecular.  Los  estudios  realizados  en  este  trabajo  con  las  mezclas  de 
quitosano, gelatina y PLL mostraron  ligeros desplazamientos en  los picos de absorción 
de  energía  de  vibración molecular,  asociados  a  interacciones  electrostáticas  entre  los 
compuestos  cuando  éstos  son  mezclados.  Esta  hipótesis  ya  fue  planteada  en  otros 
trabajos  en  los  que  estos  desplazamientos  se  asociaron  a  nuevas  interacciones 
electrostáticas, enlaces de hidrógeno o interacciones de Van der Waals, que provocaron 
ligeros cambios en  la estructura de  los compuestos  (Taravel and Domard, 1993; Yin et 
al., 1999; Cheng et al., 2003b). Estas técnicas confirmaron que la metodología utilizada en 
nuestro trabajo para modificar el quitosano, consistente en mezclar los compuestos, dio 
lugar  únicamente  a  interacciones  electrostáticas  débiles  entre  los  grupos  iónicos 










en  este  trabajo  se  obtuvo mediante  un  tratamiento  alcalino  que  hidroliza  los  grupos 
amido de  los residuos de asparagina y de glutamina a grupos carboxilos, convirtiendo 
muchos de estos  residuos en aspartato y glutamato, que confieren carga negativa a  la 
molécula  y  un  punto  isoeléctrico  bajo  (Ikada  and  Tabata,  1998).  Sin  embargo,  la 
interacción con la PLL, que también es una molécula catiónica (Siegel and Daly, 1966), se 
produjo bien por diferencias de  carga positiva a pH neutro  como  consecuencia de  su 





de  vibración  molecular  (picos  en  el  gráfico)  observado  en  la  mezcla  de  los  tres 
componentes,  fue distinto al observado en  los materiales  sin mezclar y en  las mezclas 
binarias,  indicando  una  interacción  electrostática  adicional  entre  la  gelatina  y  la  PLL 
(Figura 61C). Como comentamos anteriormente,  la naturaleza catiónica de  la PLL y  la 
aniónica de la gelatina apuntan a que la interacción entre ambas sea un hecho probable, 
lo que comprobamos en este  trabajo como cambios en  las energías de vibración de  las 
moléculas. La  interacción entre  los  tres polímeros  creemos que  tendría  lugar entre  los 
grupos amino e hidroxilo del quitosano,  los grupos amino y carboxilo de  la gelatina y 
con  los grupos amino y amido de  la PLL, dando  lugar a una estructura tridimensional 
fruto  del  entrecruzamiento  de  las  cadenas  de  los  polímeros.  Otras  observaciones 
interesantes  fueron  las  diferencias  en  las  energías  de  vibración  de  los  enlaces  con 
respecto a lo descrito en la bibliografía por otros autores. Por ejemplo, el grupo amido I 
del  quitosano  aparece  en  este  trabajo  en  1685cm‐1 medido por  FTIR, mientras  que  en 





Figura 61: Interacción entre el quitosano, la gelatina y la poli-L-lisina. 
electrostáticas por puentes de H (líneas verdes) entre los grupos amino del quito
del enlace peptídico de la gelatina, aunque probablemente existan más interacciones e
grupos según se va adquiriendo una estructura terciaria; (B) interacci
verdes) entre los grupos amino del quitosano y el amino de la PLL, donde se prop
una interacción entre el hidroxilo libre del quitosano con el amino de la PLL; (C) int
electrostáticas entre el quitosano y la gelatina, entre el quitosano y la PLL (líneas verdes
gelatina y la PLL (líneas naranjas). Estas tres moléculas adquirirán una estruc
probablemente, se producirán más interacciones entre el resto de grupos quím
tres polímeros.  
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adhesivas  debido,  probablemente,  a  un  aumento  en  las  interacciones  electrostáticas 
intramoleculares. Estas interacciones, o el tipo de metodología empleada para preparar 
las  muestras,  pudieron  ser  las  responsables  de  los  desplazamientos  energéticos 
observados  con  respecto  a  lo  descrito  por  otros  autores.  Es  de  interés  notar  que  la 
mayoría  de  los  estudios  realizados  por  FTIR  y  ER  se  llevaron  a  cabo  a  partir  de 
soluciones de quitosano al 1%  (Cheng  et al., 2003b) o procedentes de desacetilaciones 
directas de la quitina (Taravel and Domard, 1993; Van de Velde and Kiekens, 2004; bdel‐
Fattah et al., 2007),  lo que complica  las comparaciones con  las soluciones al 2% de este 
estudio. Con  las  técnicas  físico‐químicas utilizadas en este  trabajo hemos comprobado, 
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por  una  parte,  el  tipo de  interacciones  entre  los  tres  compuestos,  y  por  otra,  que  las 
interacciones entre los polímeros explicaban las propiedades físicas de los materiales en 
cuanto  a  porosidad,  induciendo  variaciones  que  también  pudieron  ser  observadas 
mediante  el  estudio  morfológico  por  microscopía  electrónica  de  barrido  ambiental 
(ESEM). El  estudio por ESEM mostró que  la mezcla de  quitosano + gelatina  fue  la más 
compacta, presentando un tamaño aparente de poro más pequeño. Esto apunta a que la 
cantidad  o  intensidad  de  las  interacciones  electrostáticas  entre  los  dos  compuestos 
fueron superiores a las de las restantes mezclas, y que la presencia de PLL en la mezcla 
atenuaba a su vez este efecto en la mezcla de los tres componentes, aunque las técnicas 
utilizadas  en  este  trabajo  no  permiten  determinar  estos  parámetros.  El  resultado  del 












realizar  los DSC  a  partir de  los materiales  liofilizados  y  no  hidratados,  en  los  cuales 
prácticamente  no  existe  agua  retenida.  Donde  se  observaron  diferencias  fue  a 
temperaturas  superiores  a  los  200˚C.  bdel‐Fattah  y  col  (2007)  describieron  que  por 
encima de los 200˚C el quitosano se encuentra completamente degradado, por lo que los 
procesos que  se  reflejan aquí,  teniendo  en  cuenta que  la  técnica de DSC  se  realiza  en 
atmósfera no oxidativa, se asocian a distintas reacciones de pirólisis de los materiales. 
Un estudio más detallado de  los procesos de pirólisis de  los materiales  se  realizó 
por  análisis  termogravimétrico  (ATG)  en  atmósfera  no  oxidativa  (atmósfera  con N2). 
Está descrito que  la  temperatura de pirólisis de  la quitina  se encuentra en  torno a  los 
400ºC  (Franich and Goodin, 1984; Marbot, 1997), por  lo que  los picos de pirólisis que 
aparecen  en  torno  a  esta  temperatura  se  asocian,  en  el  caso del quitosano  al  2%,  a  la 
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estas moléculas. El hecho de que en  la mezcla de  los  tres componentes desaparezca el 
pico pirolítico en torno a  los 400˚C es otr  indicación de  la presencia de una  interacción 
entre esos dos compuestos que formarían un compuesto electrolítico cuya temperatura 
de  pirólisis  se  situaría  a  temperaturas  inferiores.  Por  lo  tanto,  estas  observaciones, 
unidas a  los cambios observados en  la DSC y en  las energías de vibración moleculares 
por FTIR y ER, permiten concluir la existencia de interacciones de tipo electrolítico entre 





polímeros  fue  el  estudio  de  su  degradación  por  ATG  en  atmósfera  oxidativa.  Las 
modificaciones del quitosano alteran su estabilidad térmica (Jayakumar et al., 2008; Luo 
et al., 2008) y, teniendo en cuenta como las mezclas ensayadas en este trabajo dan lugar a 
distintos  complejos  polielectrolíticos,  el  análisis de  degradación ATG  también mostró 
que  interacciones  con gelatina y PLL alteran  la  estabilidad  térmica del quitosano. Por 
último,  las  interacciones  entre  los  tres  compuestos  analizados  en  este  trabajo  dieron 
lugar  a  alteraciones  en  el  tipo  y  tamaño de  poros de  las mezclas. Como  no  se  pudo 
calcular el tipo y distribución de los poros, al ser estructuras macroporosas, se realizaron 
isotermas de adsorción‐desorción de nitrógeno para calcular la superficie específica (SE) 
de  cada  muestra.  Esta  técnica  permite  estudiar  estructuras  micro‐  o  mesoporosas 
(Brunauer et al., 1940). Las SE descritas en la literatura oscilan bastante, dependiendo del 
tipo de material y  la metodología utilizada. Han  sido descritas SE desde 98m2/g para 
quitosano  entrecruzado  con  glutaraldehído  y  concentración  del  4%  (Merrifield  et  al., 
2004), hasta aproximadamente 30m2/g para quitosano de concha de cangrejos (Evans et 
al.,  2002),  los  0.3‐1.6m2/g de  quitosano  sin  secar  o  0.7‐3m2/g de  quitosano  secado  con 
pistola (Rege et al., 2003). Con otro tipo de materiales, como el alginato, se ha informado 
que la SE nunca supera 1m2/g para material liofilizado, aunque supera los 500m2/g si no 





fuera  el  hecho  de  haber  realizado  las  medidas  con  materiales  liofilizados.  Con  esta 
técnica  se pudo avalar, nuevamente,  la hipótesis de que  las  interacciones electrolíticas 
entre  el  quitosano  y  la  gelatina  fueron  de  mayor  intensidad  que  entre  el  resto  de 
compuestos,  ya  que  presentaron  la  menor  SE  de  todas  ellas.  Para  caracterizar 
correctamente los cambios en la porosidad se recurrió a la porosimetría de mercurio. En 
todos  los  casos  se  comprobó  que  las  mezclas  de  quitosano  cumplieron  el  30%  de 
porosidad mínima descrita  como necesaria para  los materiales destinados al  implante 
(bdel‐Fattah  et  al.,  2007),  aunque  uno  de  ellos,  la mezcla  de  quitosano  +  gelatina,  no 
superó  el  50% descrito  como  el mínimo para  obtener una  respuesta  tisular  adecuada 
(Woerly et al., 1991). Sin embargo, en los estudios con cultivos celulares esta mezcla fue 
la más  promotora  del  crecimiento,  por  lo  que  se  concluye  que  los  requisitos  de  un 





exponen  en  la  superficie  más  grupos  pro‐adhesivos  para  las  células  y  las  neuritas, 
aunque no se determinaron cuales eran estos grupos. 
5.3.2. Las  superficies  de  quitosano+gelatina  promovieron  la  adhesión 
neuronal y la proliferación de células gliales 
Para  comprobar  cual  de  las mezclas  de  quitosano  con  la  gelatina  y  la  PLL  era 
superior en adhesividad y promoción del crecimiento, estudiamos el comportamiento en 
esas  superficies  de  distintos  tipos  celulares  propios  del  SNC.  Estos  son  los  primeros 
estudios con estas células sobre el quitosano y este tipo de mezclas. Cuando ocurre una 
lesión medular,  la  pérdida  de  neuronas  y  células  gliales  es  uno  de  los  eventos más 
importantes  que  debemos  reparar,  procurando  recuperar  al  máximo  la  homeostasis 
interna.  Para  estudiar  el  comportamiento  de  las  células  neurales  sobre  los materiales 
susceptibles de ser  implantados, cultivamos sobres  las mezclas de quitosano dos  tipos 
de  neuronas  centrales, de  corteza  e  hipocampo. Las  superficies  hidrofílicas,  como  las 
recubiertas de PLL, promueven  la adhesión neuronal  (Yavin and Yavin, 1980). Así, en 
este  trabajo comprobamos que  las superficies  (plástico de  los pocillos solo o recubierto 
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con  PLL)  promovieron  la  adhesión  y  neuritogénesis  de  ambos  tipos  neuronales, 
indicando que el material de que están construidas las placas (poliestireno) posee grupos 
pro‐adhesivos  que  son  reforzados  por  la  presencia  de  PLL  en  su  superficie.  Estas 
observaciones son, entre otras, el motivo por el cual varios autores han utilizado la PLL 
para modificar el quitosano y hacer de él un polímero más adhesivo (Cheng et al., 2003a; 
Mingyu  et  al.,  2004).  Sin  embargo  nosotros  observamos  que  la  PLL  mezclada  con 
quitosano simplemente permitió la adhesión y crecimiento neuronal de manera similar a 
lo  registrado  para  quitosano  sin  mezclar,  lo  cual  refuerza  nuestra  hipótesis, 
anteriormente discutida, de que el aumento en  la concentración de quitosano bloquea 
los sitios proadhesivos de la PLL. Además de este bloqueo, ni las neuronas, ni las células 
gliales utilizadas en este  trabajo,  las cuales no pudieron crecer sobre  las superficies de 
quitosano  +  gelatina  + PLL,  avalando  la  hipótesis propuesta  a partir del  estudio  físico‐
químico de la existencia de una interacción electrostática particular entre la gelatina y la 
PLL  que  parece  bloquear  los  sitios  de  unión  de  ambas  moléculas.  Aunque  no 
observamos diferencias  en  adhesión  y  supervivencia de  las  neuronas  en  los distintos 
biomateriales, se detectaron pequeños cambios fenotípicos en los marcadores utilizados, 
indicando  que  las  variaciones  de  adhesividad  registradas  en  las  distintas  superficies 




et al., 2007), el acceso de  sustancias del  flujo  sanguíneo al SNC, a  través de  la barrera 
hematoencefálica  (Jakovcevic  and Harder,  2007),  o  la  respuesta  a una  lesión del  SNC 
(Vaccarino  et  al., 2007); y por otra parte,  el  tipo  celular más utilizado  en  transplantes 
para promover la reparación de la médula espinal lesionada, que es la glía envolvente de 
bulbo  olfativo  (Ramon‐Cueto  and  Nieto‐Sampedro,  1994;  Taylor  et  al.,  2001;  Nieto‐
Sampedro, 2003; Fairless and Barnett, 2005; Barnett and Riddell, 2007; Franssen  et al., 
2007). Ambos  tipos  celulares  presentaron  un  comportamiento  similar  en  las  distintas 
superficies ensayadas. La PLL, una molécula que promueve la adhesión y proliferación 








comportamiento  celular  cambió  radicalmente.  La  mezcla  de  quitosano  +  gelatina 
promovió la proliferación de la GEBO durante todo el estudio. Teniendo en cuenta que 
las superficies de quitosano al 2%  inhiben  la adhesión y proliferación de  las células, el 
hecho de que  la mezcla de quitosano + gelatina promueva su proliferación  tuvo que ser 
debido, necesariamente, a  la presencia en  la mezcla de  la gelatina. Con  las mezclas de 
quitosano al 1% se demostró que la presencia de la gelatina promovía la adhesión de las 
células PC12  (Cheng et al., 2003b) o de  fibroblastos  (Kim et al., 2005). Sin embargo, en 
este  estudio  hemos  visto  que  al  aumentar  la  concentración  de  quitosano,  el  efecto 
promotor  de  la  adhesión  y  la  neuritogénesis  de  la  gelatina  sobre  cultivos  de  PC12, 
desaparecía. No  existen datos  sobre  la  adhesión  y proliferación de  los  astrocitos  y  la 
GEBO en estas superficies, pero es posible que  los grupos pro‐adhesivos de  la gelatina 
sean  diferentes  para  distintos  tipos  celulares,  mostrándose  en  todos  esos  casos 
promotora  de  la  adhesión  y  proliferación.  Por  tanto,  teniendo  en  cuenta  que  las 






estas  células  son  transplantadas  conjuntamente  con  este  biomaterial.  Se  sabe  que  las 
células  de GEBO  promueven  el  crecimiento  y  elongación  neuríticas  (Cancalon,  1987; 
Kafitz and Greer, 1998; Kafitz and Greer, 1999) y ayudan a  la regeneración axonal  tras 
lesiones de médula espinal  (ver citas de  la página anterior). Esto hace de  la GEBO un 
candidato  ideal  para  promover  la  regeneración  axonal,  demostrada  en  estudios  de 
extensión  neurítica  in  vitro  (Leaver  et  al.,  2006).  El  que  las  superficies  de  quitosano  + 
gelatina sean promotoras de la proliferación de estas células tiene un valor especial para 
la reparación de lesiones con ayuda de puentes de esta mezcla.  
Como  observamos  con  las  neuronas,  el  tipo  de  sustrato  influyó  no  solo  en  la 
adhesión y proliferación celular, sino también en la expresión génica, y, por ende, en el 









identificar distintos  estados de maduración astrocitaria  en  las distintas  superficies. En 
las superficies que contenían quitosano sin PLL y en las controles (plástico de las placas 
y  plástico  +  PLL),  se  expresaron  los  dos  marcadores  con  distintas  intensidades, 
indicando  la coexistencia de astrocitos maduros,  inmaduros y de  todos  los estadios de 
maduración  intermedios.  Puesto  que  los  astrocitos  capaces  de  proliferar  pierden  la 
expresión de  la proteína GFAP, manteniendo  la expresión de vimentina  (Selmaj et al., 
1991), en este trabajo asociamos las células vimentina‐positivas a células proliferativas y 
aquellas  casi  exclusivamente GFAP‐positivas  a  astrocitos maduros  que  no  proliferan. 
Una de las superficies en las que la práctica totalidad de las células fueron positivas para 
vimentina  pero  negativas  para  GFAP  fue  la  gelatina.  El  aumento  progresivo  de  los 
valores de MTT  indicó que existió proliferación, hasta  llegar a ocupar  la  totalidad del 
fondo  de  los  pocillos.  Sin  embargo,  los  valores  de MTT  fueron muy  inferiores  a  los 
observados en  los controles o en  las  superficies de quitosano + gelatina, donde  también 
alcanzaron  la confluencia,  indica que estas células  tienen probablemente una actividad 
metabólica muy  inferior. Además  de  estos  cambios  fenotípicos,  también  observamos 
cambios morfológicos  en  los  astrocitos, particularmente notables  en  las  superficies de 
gelatina, donde las células adquirieron la morfología poligonal y abundante citoplasma 





en  la morfología  adoptada por  las  células  influyan  otros  factores  además de  la  carga 
eléctrica. El efecto de  la gelatina sobre  la morfología celular  también  fue observado en 
las células de GEBO. Estas cambiaron desde una morfología fusiforme a una aplanada y 
poligonal.  Estos  cambios  morfológicos  describen  un  nuevo  comportamiento  de  las 
células al crecer sobre superficies cargadas negativamente. Hasta ahora se pensaba que 
las  superficies  cargadas  negativamente  inducían  menor  adhesión  y  expansión 







fibras  alineadas,  donde  se  registraron  respuestas  de  crecimiento  celular  alineado  al 
cultivar sobre superficies de materiales con fibras alineadas (Dubey et al., 1999; Dubey et 
al., 2001; Subramanian et al., 2005; Zhong et al., 2006; Patel et al., 2007). De este modo, las 
respuestas  encontradas  en  la  GEBO  sobre  la  mezcla  de  quitosano  +  gelatina  se 
relacionaron con la formación de paquetes de fibras de quitosano‐gelatina alineadas que 
inducirían este tipo de respuestas en la GEBO. 
En  conclusión,  el  efecto  que  la  gelatina  tuvo  al  mezclarse  con  el  quitosano  fue 
promover  la  adhesión  y  proliferación  de  células  gliales  y  de  permitir  la  adhesión 
neuronal. Teniendo en cuenta que el quitosano no  induce adhesión ni proliferación de 
estas  células, y que  la gelatina promueve proliferación  celular pero  con una actividad 
metabólica inferior e induciendo una morfología poligonal, el hecho de que la mezcla de 
quitosano + gelatina promueva  la proliferación de células gliales a niveles prácticamente 
similares  a  los  controles  e  induciendo  morfologías  nuevas,  con  procesos  celulares 
alargados,  indica que  las  interacciones que  tuvieron  lugar  entre  esos dos  compuestos 
causó la aparición de nuevos grupos adhesivos, que no existían ni en el quitosano ni en 
la  gelatina.  La  metodología  empleada  en  este  estudio,  y  la  práctica  inexistencia  de 
bibliografía sobre  las  interacciones entre el quitosano y  la gelatina  impidió determinar 
cuales y en qué número fueron estas interacciones. Paralelamente, y como consecuencia 
de la alineación celular observada como respuesta en las células de GEBO, proponemos 
que  estos  dos  polímeros  formaron  fibras  alineadas  al  asociarse.  Por  el  contrario,  la 
mezcla con PLL nuevamente indicó que el quitosano bloquea los grupos pro‐adhesivos 
de esta molécula.  
5.3.3. La  mezcla  de  quitosano  +  gelatina  promueve  la  emisión  y 
extensión neuríticas a partir de ganglios de la raíz dorsal 








la  extensión  neurítica,  siendo  incluso  superior  a  las  superficies  control  con  PLL. 
Teniendo  en  cuenta que  sobre  las  superficies de quitosano,  cargadas positivamente, y 
sobre  las  de  gelatina,  cargadas  negativamente,  los  GRD  prácticamente  no  emiten 
neuritas,  concluimos  de  nuevo  que  la  mezcla  generó  nuevos  grupos  químicos  pro‐
adhesivos  o,  como  ya  se  comentó  antes,  causó  modificaciones  estructurales 
particularmente adecuadas para promover la emisión y extensión neuríticas. En algunos 
trabajos  ha  sido  utilizado  el  quitosano  para  introducir  cargas  positivas  en  geles  no 




su  superficie  son  responsables  de  la  extensión  neurítica  posiblemente  por  grupos 
químicos  cargados  positivamente. Hemos  observado  también  que  geles  anisotrópicos 






implantarlos  en  modelos  in  vivo  de  lesión  medular  y  estudiar  si  se  obtenían  las 
respuestas observadas  in vitro.  
5.4. Los  puentes  de  quitosano  +  gelatina  implantados  tras  una 
transección  medular  no  promueven  la  regeneración  axonal  ni 
recuperación funcional 
Hasta  este  momento,  hemos  descrito  toda  una  serie  de  efectos  positivos  de  la 
mezcla de quitosano + gelatina ha tenido para su uso en ingeniería de tejidos aplicada a la 
reparación nerviosa. Sin embargo, la utilización de estos compuestos como puentes en la 
reparación  de  lesiones  medulares  no  está  respaldada  únicamente  en  este 








hemorragias  y  causan  gran  destrucción  de  tejido.  Estas  propiedades  intrínsecas  del 
quitosano y la gelatina, por tanto, ayudan en la cicatrización necesaria tras la lesión. Para 
unir  los  puentes  al  tejido  nervioso,  acercando  los mismos  a  los muñones medulares, 
utilizamos como adhesivo fibrina (preparado comercial Tissue‐Col), que ha sido descrita 
como ayuda en el sellado de puentes a los nervios (Robinson and Madison, 2000). Como 
resultado  de  estos  tratamientos,  los  puentes  implantados  permanecieron  fuertemente 
unidos a los muñones medulares, acercando el tejido nervioso al material implantado y 
cumpliendo con una de las principales premisas de un puente destinado a reparar estas 
lesiones,  acercar  al  máximo  el  material  implantado  con  los  extremos  axonales 
interrumpidos  (Geller  and  Fawcett,  2002). Una  características  observada  en  todos  los 
individuos, tanto implantados como controles, fue la aparición de una banda de células 
fuertemente empaquetadas  rodeando  los muñones medulares por  su  región exterior y 
formando una matriz fibroso‐celular que promovió el crecimiento e invasión de neuritas 
y  de  células  promotoras  de  la  regeneración,  como  las  células  de  Schwann  (CS).  La 
aparición  de  esta  región,  llamada  por  algunos  autores  “zona  de  transición”  ha  sido 
asociada  a  procesos  de  retracción  de  los muñones medulares  (Novikova  et  al.,  2008; 
Olayo  et  al.,  2008).  En  este  trabajo  ha  sido  denominada  región  de  alta  densidad  celular 
(radc), basado en que se determinó que presentaba características especiales, como son 
contener contener una densidad celular excepcionalmente alta comparado con el  resto 
de  regiones  extramedulares  y  ser  una  región  fuertemente  promotora  de  la 
neuritogénesis e invasión de CS.  
Otra ventaja de la colocación de los puentes fue la reducción del volumen quístico 











sin observar marcaje del TCE ni  en  el  tejido medular ni  en  el  interior de  los puentes. 
Según  algunos  autores,  la  ausencia  de  regeneración  se  debe  a  las  dificultades  de  los 
axones del TCE para presentar respuestas de crecimiento y a la presencia de moléculas 
inhibitorias de  la  cicatriz  glial,  apuntando  a  ésta  como  la principal  responsable de  la 
ausencia de  regeneración  (Deumens  et  al.,  2005). En  este  trabajo pudimos  comprobar 
que esta hipótesis es la más probable para explicar la ausencia de regeneración, porque 
observamos  un  marcaje  intenso  de  la  proteína  GFAP,  un  marcador  típico  de  los 
astrocitos  reactivos de  la cicatriz glial, alrededor de  los muñones,  (Fawcett and Asher, 
1999). Aunque no marcamos ningún otro tracto axonal supraespinal, la ausencia total de 
recuperación  funcional  en  todos  los grupos  indica que, probablemente, no  se produjo 
regeneración  central  de  ninguno  de  ellos. Aunque  se  ha  descrito  que  las  células  de 




del  trazador  CFDA‐SE,  probablemente  debido  a  que  el  tiempo  de  supervivencia 
excesivamente  largo  de  los  animales,  que  condujo  a  la  fotólisis  del  colorante.  Está 
descrito un  fuerte apagamiento del  fluoróforo  tras sólo 2 semanas de supervivencia en 
animales transplantados (Andrews and Stelzner, 2004). 
La  inmunotinción  con  el marcador  neurítico  anti‐neurofilamento,  realizada  para 
estudiar  la presencia de cualquier  tipo de fibras en  los puentes, mostró  la presencia de 
grupos  neuríticos  en  la matriz  extracelular  de  los  individuos  control  y  en  la matriz 
fibroso‐celular presente en torno a los puentes. La presencia de fibras en los controles se 
puede explicar por el tipo de material componente de la matriz formada. Así, sabemos 
que  tras  una  lesión  medular  experimental  son  típicos  el  sangrado  y  el  edema 
postquirúrgico (Mihai et al., 2008), lo que sugiere que la composición más probable de la 
matriz  control  sea  la  de  coágulos  de  fibrina,  especialmente  tras  observar  fibras  rojas 
marcadas  con  la  tinción  tricrómica  de Mallory,  un marcaje  típico  de  estas  fibras.  Si, 
además  tenemos  en  cuenta  que  la  fibrina  es  un  excelente material  para  promover  el 
crecimiento  neurítico  (Herbert  et  al.,  1998; Dubey  et  al.,  2001;  Taylor  et  al.,  2004),  es 




individuos  con  puente,  únicamente  se  observó  crecimiento  neurítico  en  la  matriz 
fibroso‐celular  indicada anteriormente y a  través  las  fisuras generadas en  los puentes, 




respuestas de  crecimiento  limitadas por parte de  las neuritas  (Patist  et  al.,  2004). Por 
tanto, y como la mezcla de quitosano + gelatina es particularmente eficaz cuando se utiliza 
como  superficie  de  crecimiento  bidimensional,  proponemos  para  estudios  futuros  la 
construcción superficies bidimensionales, por ejemplo canales huecos, en el  interior de 
una  matriz  tridimensional  que  conformaría  el  puente.  Estas  observaciones  estan  de 
acuerdo con trabajos donde se proponen las superficies bidimensionales como sustratos 
de  crecimiento  óptimos  en  el  interior  de  superficies  tridimensionales  (Bellamkonda, 
2006). Donde sí se observó un crecimiento acusado de neuritas  fue en  la  radc  tanto de 
individuos  control  como  de  los  implantados,  probablemente  a  causa  de  la  gran 
abundancia  de moléculas  de matriz  extracelular  como  el  colágeno,  promotoras  de  la 
invasión y crecimiento neuríticos. El marcador para Neurofilamentos mostró, además, la 
gran  heterogeneidad  en  cuanto  a  la  cantidad  y  distribución  de  las  fibras  entre  los 
distintos individuos, probablemente porque los movimientos de los animales indujeron 
la  fragmentación de  los puentes a distintos niveles, permitiendo en unos  casos mayor 
penetrabilidad neurítica que  en otros. Esta  enorme variabilidad  impidió  cuantificar  el 
número de fibras por regiones en los distintos individuos. 
El  estudio  realizado  para  comprobar  la  procedencia  de  estas  fibras, mediante  el 
seguimiento de  su  trayectoria, dio  lugar a observar que  su origen más probable es en 
colaterales de fibras sensoriales de las raíces dorsales vecinas. Con el fin de probar esta 













segmentos medulares desde  los que  se produjo  la  emisión de  colaterales. Otras  fibras 
presentes  en  los GRD  y  susceptibles de  emitir  colaterales  fueron  las  fibras mielínicas 
propioceptivas que expresan  la proteína NF200  (Ishikawa et al., 2005). En este  trabajo 
presentamos las primeras evidencias de que esas fibras son capaces de emitir colaterales 
tras una lesión medular, llegando a invadir los puentes y, principalmente, la radc.  
Hacemos  notar  que  el  crecimiento  de  todos  estos  tipos  neuríticos  ocurrió 
únicamente en las regiones de los puentes en que estaban presentes células y moléculas 








su  presencia  en  la  zona  de  lesión  resultó  de  vital  importancia,  ya  que  constituyen 
mecanismos  reparadores  intrínsecos  en  la  zona.  En  este  trabajo  comprobamos  la 
presencia  de  estas  células  en  los  puentes  mediante  los  marcadores  GFAP  y  p75 
específicos para CS con fenotipo no mielinizante (Jessen and Mirsky, 1984; Jessen et al., 
1990), observándose su presencia de abundante en la radc, y de manera más aislada en la 
matriz que  rodeó a  los puentes  implantados. En muchas ocasiones  encontramos  estas 
células  estrechamente asociadas a neuritas,  tal vez ayudándolas  en  su  crecimiento, de 
manera similar a lo descrito para los procesos de colateralización de nervios periféricos 
(Xu  et  al.,  2008).  Teniendo  en  cuenta  la  gran  importancia  de  las  CS  en  las  lesiones 
medulares, proponemos en el futuro estudiar la adhesión y proliferación de estas células 
sobre  superficies  de  quitosano  +  gelatina  para  examinar  si  esta  mezcla  promueve  las 






Aunque  intentamos  identificar a  los  tipos  celulares presentes  en  los puentes o  en 
torno a ellos, únicamente observamos la presencia de algunas células inmunitarias tipos 
macrófago y  linfocitos,  indicando  la existencia de respuesta  inflamatoria discreta hacia 







inmunitarios  utilizados,  se  asociaron  principalmente  a  fibroblastos  u  otros  tipos 
celulares  secretores  de  grandes  cantidades  de  moléculas  de  matriz  extracelular, 
principalmente colágeno.  
Finalmente,  destacamos  dos  aspectos  importantes  observados  en  este  estudio.  El 
primero  de  ellos  fue  la  resistencia  de  los  puentes  a  la  degradación,  permaneciendo 
prácticamente  intactos    tras  2  meses  de  implante  in  vivo,  sufriendo  únicamente  un 
proceso  de  fragmentación  inducido,  probablemente,  por  los  movimientos  de  los 





siempre  a movimientos  reflejos  desencadenantes  de  espasticidad. Como  han  descrito 
otros  investigadores de  los movimientos espásticos (Burchiel and Hsu, 2001; Dietz and 
Sinkjaer, 2007), este aumento de la motilidad podría deberse a que las células de GEBO 
indujeran  la  inactivación de  las  interneuronas medulares que controlan  la actividad de 
las motoneuronas, perdiendo éstas el control al que estaban sometidas y produciéndose 
un aumento en  la  frecuencia y duración de  los estímulos espontáneos desencadenados 
por  estas  células  y  traducidos  en  un  aumento  de  las  descargas  reflejas,  que  llevan  a 









































1. Los  geles  preparados  a  partir  de  soluciones  de  quitosano  al  1  y  2% 
presentan  una  morfología  similar,  aunque  la  consistencia  de  los 




3. El  aumento  en  la  concentración  de  quitosano  indujo  cambios  en  sus 
propiedades  adhesivas  y  neuritogénicas  para  células  PC12,  cuando  se 
mezcla con gelatina y poli‐L‐lisina (PLL), con respecto al quitosano al 1%. 





y  traducidas,  en  el  caso  de  la  mezcla  de  quitosano  +  gelatina,  en  la 
formación de una estructura más compacta y térmicamente estable. 
5. Los  estudios  de  adhesión  con  cultivos  primarios  de  células  neurales 
mostraron  la  preferencia  de  las  neuronas  por  las  superficies  con  PLL, 
mientras que  las células gliales  (astrocitos y GEBO) prefirieron  la mezcla 
de quitosano + gelatina, que promovió su proliferación.  
6. La  mezcla  de  quitosano  +  gelatina  promovió  fuertemente  la  emisión  y 
elongación de  las neuritas por ganglios de  la  raíz dorsal, haciendo de  la 
mezcla el candidato ideal para la construcción de puentes.  
7. Los  puentes  construidos  con  la  mezcla  de  quitosano  +  gelatina  e 
implantados  transecciones medulares,  se unieron bien  al  tejido medular 
de los muñones, permitiendo la invasión de neuritas periféricas y células 
de  Schwann  en  una  matriz  fibroso‐celular  generada  en  torno  a  los 






8. Los puentes de  quitosano  +  gelatina no permitieron  el paso de  células ni 
neuritas a  través de sus poros, quedando éstas retenidas en  las  fisuras y 
regiones de más fácil acceso a las células.   
9. La  terapia  con  células  de  GEBO  no  promovió  la  regeneración  axonal 
central a  través de  la cicatriz glial, aunque actuó  indirectamente sobre  la 







a  implantar  en  el SNC. En base  a  los  resultados obtenidos  con  los puentes de 
quitosano  +  gelatina  son  un  material  con  excelentes  propiedades  adhesivas  y 
neuritogénicas, pero su estructura tridimensional no favorece el paso de células y 
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